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El cáncer de pulmón es, en el momento actual, el tumor maligno más frecuente y más 
letal en el mundo occidental. A pesar de los avances que se han logrado en el conocimiento de la 
biología molecular de estos tumores, el pronóstico sigue siendo muy pobre y la supervivencia 
global a los cinco años no supera el 15%. 
 En general, los esfuerzos actuales para mejorar la supervivencia de los pacientes con 
cáncer se centran en el desarrollo de nuevos tratamientos, concretamente, de terapias dirigidas 
contra vías de señalización que son claves en la carcinogénesis y que se encuentran desreguladas 
como consecuencia de alteraciones moleculares que afectan a algunos de los componentes de las 
mismas. El ejemplo más representativo del éxito de estas terapias en cáncer de pulmón lo 
constituye el desarrollo de inhibidores tirosina quinasa (ITKs) dirigidos contra el receptor EGFR 
y la identificación de la asociación de la respuesta a estos inhibidores con la presencia de 
mutaciones en el gen EGFR. Así, hoy en día, la determinación de mutaciones en EGFR se 
considera esencial en la práctica clínica a la hora de decidir las opciones terapéuticas de un 
paciente con un carcinoma de pulmón no microcítico (NSCLC, del inglés non small cell lung 
carcinoma), siendo además una información relevante en el diseño de ensayos clínicos 
prospectivos. Este ejemplo evidencia además la importancia de conocer las alteraciones genéticas 
en el contexto de las terapias dirigidas, ya que dichas alteraciones afectan mayoritariamente a 
proteínas que son dianas de los agentes dirigidos y lo que es quizás más relevante, pueden 
representar marcadores predictivos que permitan identificar a los pacientes que van a responder a 
estos tratamientos.  
La respuesta a ITKs en pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón portadores de 
mutaciones en el gen EGFR representa, sin lugar a duda, el mayor avance terapéutico en cáncer 
de pulmón de la última década y reproduce el éxito de los agentes terapéuticos dirigidos 
observado en otros tipos de tumores sólidos como los carcinomas de mama con amplificación en 
el gen HER2 o los tumores del estroma gastrointestinal con mutaciones en el gen C-KIT, entre 
otros. Desgraciadamente, ya desde el momento en que se describieron por primera vez, se 
constató que estas mutaciones afectan a solo un 10-15% de los pacientes diagnosticados de 
NSCLCs, definiendo así a un subgrupo distintivo desde el punto de vista molecular dentro de los 
carcinomas de pulmón. Los avances en el conocimiento de las alteraciones genéticas relevantes 
para la carcinogénesis pulmonar están haciendo que otras dianas prometedoras emerjan. Se han 
identificado otros oncogenes alterados por mutaciones, amplificación génica o translocaciones 
(KRAS, BRAF, PIK3CA, MET, ALK, entre otros) que, al crear una dependencia oncogénica en el 
tumor, pueden relacionarse con la respuesta a fármacos dirigidos ya disponibles en la clínica o 
que están en fase de desarrollo. De acuerdo con el paradigma que representa EGFR, el 
reconocimiento de subgrupos de carcinomas de pulmón definidos por una alteración molecular 
distintiva es sumamente relevante ya que puede conducir a una mejora sustancial en el resultado 




En la actualidad, las dianas terapéuticas o marcadores predictivos que se contemplan en la 
clínica corresponden a una única alteración genética por tipo de tumor y este abordaje no siempre 
refleja la complejidad molecular de los tumores, en los que la activación o inactivación de vías de 
señalización se producen como consecuencia de múltiples alteraciones genéticas más que de una 
sola. En este sentido, el análisis global de los perfiles de expresión génica tiene enorme relevancia 
en la medida que permite, por ejemplo, identificar las firmas genéticas asociadas con alteraciones 
en genes concretos, estando estas firmas constituidas por marcadores que podrían ser explotados 
terapéuticamente.  
A la hora de trasladar el estudio de marcadores predictivos a la clínica resulta 
imprescindible disponer de un método sensible y específico para caracterizar las alteraciones 
genéticas subyacentes. En este sentido, es significativo analizar la situación que se está viviendo 
en el análisis de las mutaciones en el gen EGFR, ya que pasados cerca de siete años desde que se 
describieran por primera vez y a pesar del impacto clínico para los pacientes con cáncer de 
pulmón, aún no se dispone de un método estandarizado que se utilice de forma universal para 
seleccionar a los pacientes candidatos a recibir una terapia basada en ITKs dirigidos contra 
EGFR. 
Éste es el trasfondo en el que llevo desarrollando mi carrera profesional y en el que he 
realizado la presente tesis. Ante la necesidad de desarrollar tratamientos dirigidos específicamente 
frente a dianas moleculares, es necesario avanzar en el conocimiento del catálogo completo de 
alteraciones genéticas características de los distintos tipos de tumores. Por ello, la primera parte 
de mi trabajo doctoral puede considerarse una etapa de descubrimiento y se ha centrado en la 
búsqueda, mediante el análisis global de la expresión génica, de nuevos marcadores relevantes 
para la carcinogénesis pulmonar que, por su valor diagnóstico, pronóstico o predictivo, puedan ser 
trasladados a la clínica. Además, gracias a mi trabajo en el Laboratorio de Dianas Terapéuticas 
del Hospital HM Universitario Sanchinarro, he podido constatar que la clave para personalizar el 
tratamiento de los pacientes oncológicos está en el estudio de las alteraciones genéticas que, o 
bien son dianas terapéuticas o marcadores predictivos reconocidos en distintos tipos de tumores al 
existir fármacos aprobados para su uso en la clínica, o bien pueden representar potenciales dianas 
o marcadores de respuesta ya que su alteración se relaciona con el desarrollo de estos tumores, 
pudiendo guiar así el desarrollo de nuevos agentes dirigidos. Resulta, por tanto, imprescindible 
establecer la frecuencia real de estas alteraciones en series clínicas y, por ello, como parte de una 
segunda etapa de traslado a la clínica, en la presente tesis se ha realizado un estudio de las 
principales dianas terapéuticas o marcadores predictivos que se contemplan en la actualidad en 
cáncer de pulmón, con el objetivo de establecer su incidencia y el contexto molecular y clínico en 
el que aparecen. Por último, es necesario investigar el mejor método para caracterizar estas 
alteraciones. A finales del año 2004, como miembro del Grupo de Cáncer de Pulmón del Centro 





pruebas para el análisis de mutaciones en el gen EGFR, poco tiempo después del descubrimiento 
de su valor para los pacientes con cáncer de pulmón. Desde entonces han sido patentes las 
limitaciones metodológicas que existen en la práctica clínica para caracterizar alteraciones 
genéticas con valor predictivo. Parte de mi trabajo se centra, por tanto, en la evaluación de 
distintos métodos que permitan un análisis preciso de las alteraciones genéticas y moleculares 
relevantes desde el punto de vista terapéutico, con el fin de evaluar en el entorno clínico real su 
sensibilidad, especificidad y puesta en práctica. En consecuencia, en la presente tesis se planteó 
un estudio comparativo de tres métodos para la determinación de mutaciones en el gen EGFR, el 
marcador predictivo más relevante en cáncer de pulmón con el fin de reflejar esta problemática 
tan actual en el contexto de las terapias dirigidas.  
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En la actualidad, el desarrollo de las terapias dirigidas frente a vías de señalización que 
son claves para el desarrollo de los distintos tipos de tumores está suponiendo una mejora 
significativa en el manejo clínico del paciente oncológico. Además, está planteando nuevos retos 
para la investigación molecular en cáncer. Su éxito requiere, en primer lugar, un diagnóstico 
histológico reproducible ya que muchos de los agentes disponibles muestran una mayor actividad 
en tumores con un tipo histológico concreto al que se asocian las alteraciones genéticas que son 
dianas de dichos fármacos. En segundo lugar, precisa definir las alteraciones genéticas relevantes 
para cada tipo tumoral, estableciendo el tipo y frecuencia, su contexto molecular y su relación con 
la evolución clínica del paciente, con el fin de evaluar su posible valor pronóstico y predictivo. 
Por último, plantea la necesidad de disponer de métodos de análisis sensibles y específicos que 
permitan identificar a los pacientes portadores de dichas alteraciones y que con mayor 
probabilidad van a responder al fármaco en cuestión.  
Con el objetivo de identificar las firmas genéticas o marcadores que pudieran relacionarse 
con la histología de los NSCLCs o con alteraciones en genes relevantes para la carcinogénesis 
pulmonar, se realizó un análisis de expresión génica mediante microarrays en una serie de 
NSCLCs. Se identificaron genes diferencialmente expresados entre carcinomas epidermoides 
(SCC, del inglés squamous cell carcinoma) y adenocarcinomas (AC, del inglés adenocarcinoma), 
entre los que se incluían algunos previamente caracterizados, como P63, y otros nuevos, como 
DSC3 o PKP1. En relación con las alteraciones genéticas, el hallazgo más significativo fue la 
identificación de una marcada sobreexpresión de PIK3CA, debida a su amplificación génica, 
siendo ésta una alteración característica de SCCs. 
Con el objetivo de validar algunas de las observaciones más relevantes derivadas del 
estudio de microarrays, se confirmó sobre una serie independiente de NSCLCs en estadios 
iniciales la utilidad de la tinción inmunohistoquímica (IHQ) de P63 para contribuir al diagnóstico 
diferencial de los NSCLCs al mejorar significativamente la identificación precisa de SCCs. Sobre 
esta serie se realizó además un completo análisis de los principales genes que se encuentran 
alterados en cáncer de pulmón, y que son considerados dianas o marcadores predictivos de 
fármacos ya aprobados o que están en fase de desarrollo, como EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, 
MET o IGF-1R. Entre los hallazgos más significativos de este análisis se encuentran la 
confirmación de la naturaleza mutuamente excluyente de las mutaciones en los genes EGFR 
(5.9%), KRAS (13.7%) y BRAF (4.1%) en NSCLCs; la prevalencia de la amplificación del gen 
PIK3CA como alteración característica de los SCCs (38%); y la identificación de la amplificación 
del gen MET en una pequeña proporción de NSCLCs (4.6%), pudiendo presentarse dicha 
alteración tanto en ACs como en SCCs. En relación con su significado pronóstico, se puede 
destacar que tanto la presencia de la amplificación en el gen PIK3CA como en el gen MET 
identificaron subgrupos de carcinomas con una tendencia a presentar un peor pronóstico, si bien 





IGF-1R presentaron una tendencia, no estadísticamente significativa, a una mayor supervivencia 
global en comparación con los SCCs negativos para IGF-1R. 
Por último, ante las limitaciones metodológicas que existen en la práctica clínica para 
caracterizar alteraciones genéticas con valor predictivo, se planteó un estudio comparativo de tres 
de los métodos disponibles para el análisis de mutaciones en el gen EGFR, el marcador predictivo 
más relevante en cáncer de pulmón: secuenciación directa del producto de PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction), PCR cuantitativa en tiempo real e 
IHQ. El análisis basado en PCR cuantitativa en tiempo real ofreció la mayor sensibilidad, al 
permitir la detección de mutaciones en EGFR cuando el ADN mutado sólo representaba el 5% 
con respecto al ADN total analizado. Por su parte, el uso de anticuerpos específicos para la 
detección de las dos mutaciones más prevalentes en el gen EGFR, la deleción E746-A750 en el 
exón 19 y la mutación puntual L858R en el exón 21, ofreció una especificidad del 100% para el 
análisis inmunohistoquímico de ambas alteraciones. Globalmente, los resultados de este estudio 
comparativo demuestran que un abordaje basado en la morfología es esencial para estandarizar la 
fase pre-analítica del estudio de mutaciones somáticas y asegurar la sensibilidad óptima de la fase 
analítica. 
En conclusión, este trabajo aporta información que contribuye a un mejor conocimiento 
de las alteraciones moleculares tratables en la práctica clínica diaria en cáncer de pulmón, lo que 




























Significant improvement is currently underway in the clinical treatment of cancer 
patients. This is due to the development of targeted therapies directed against those signalling 
pathways that are key to the development of different types of tumours. This development is also 
presenting new challenges for molecular research into cancer. Firstly, its success depends on a 
reproducible histological diagnosis. Many of the available agents show a higher level of activity 
in tumours with a specific histological type associated with the genetic alterations which such 
treatments target. Secondly, it is necessary to define the relevant genetic alterations for each 
tumour type. This means establishing the type and frequency, its molecular context, and its 
relation to the clinical evolution of the patient in order to assess its potential prognostic and 
predictive value. Finally, it creates a need for the availability of sensitive and specific methods of 
analysis which allow identification of those patients who are carriers of such alterations and who 
are more likely to respond to the treatment in question.  
An analysis of genetic expression was conducted using microarrays on a series of non-
small lung cancer (NSCLCs) tumours. The aim was to identify genetic signatures or markers 
which could be associated with NSCLC histology or with alterations in relevant genes in lung 
carcinogenesis. Differentially expressed genes between squamous cell carcinomas (SCCs) and 
adenocarcinomas (ACs) were identified, including some previously defined, such as P63, and 
other new ones such as DSC3 and PKP1. With regard to the genetic alterations, the most 
significant finding was the identification of a marked overexpression of PIK3CA, owing to its 
gene amplification. This alteration was characteristic of SCCs. 
In order to validate some of the more relevant observations arising from the microarray 
study, the value of immunohistochemistry (IHC) staining of P63 to contribute to the differential 
diagnosis of NSCLC by significantly enhancing the precise identification of SCCs was confirmed 
in an independent series of early stage NSCLCs. In addition, a complete analysis of the main 
genes found altered in lung cancer, such as EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, MET and IGF-1R, was 
conducted on this series. These genes represent therapeutic targets, or predictive markers, of 
treatments either previously approved or in the development phase. The following can be 
considered among the most significant findings of this analysis: confirmation of the mutually 
exclusive nature of the mutations in genes EGFR (5.9%), KRAS (13.7%) and BRAF (4.1%) in 
NSCLCs; prevalence of amplification of the PIK3CA gene as a alteration characteristic of SCCs 
(38%); and identification of the amplification of the MET gene in a small proportion of NSCLCs 
(4.6%), including both ACs and SCCs. Regarding prognostic value, it was notable that the 
presence of amplification in both the PIK3CA and the MET genes identified subgroups of 
carcinomas with a tendency to present a worse prognosis, although the differences were not 
statistically significant. In the case of SCCs with IGF-1R expression, these tumours presented a 
tendency, not statistically significant, to a greater overall survival rate in comparison with SCCs 





Finally, taking into account the methodological limitations which exist in clinical practice 
for characterizing genetic alterations with predictive value, a comparative study of three of the 
methods (direct sequencing, real-time quantitative PCR and IHC) available for analyzing 
mutations in the EGFR gene, the most important predictive marker in lung cancer, was 
performed. The analysis based on real time quantitative PCR offered the greatest sensitivity, 
allowing detection of mutations in EGFR when the mutated DNA represented only 5% of the total 
DNA analyzed. The use of specific antibodies to detect the two most prevalent mutations in the 
EGFR gene, E746-A750 deletion at exon 19 and L858R point mutation at exon 21, gave a 
specificity of 100% for immunohistochemical analysis of the two alterations. Overall, the results 
of this comparative study show that a morphology-based approach is essential for standardizing 
the pre-analytical phase in the study of somatic mutations and for ensuring optimum sensitivity in 
the analytical phase.  
In conclusion, this work supplies data which contributes to a better understanding of 
treatable molecular alterations in daily clinical practice. These findings could improve the 
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1.1. GENERALIDADES DEL CÁNCER DE PULMÓN 
 
1.1.1. Epidemiología del cáncer de pulmón 
 
El cáncer de pulmón es el tumor maligno más importante en cuanto a incidencia y 
mortalidad en el mundo occidental. Se diagnostican alrededor de 1.3 millones de casos nuevos 
cada año y el pronóstico es pobre: el número de fallecimientos por esta causa se cifra en 1.1 
millones al año, y la supervivencia global a los cinco años no supera el 15% (Jemal et al., 2010).  
En España, la tendencia es similar a la de los países occidentales. Es uno de los tres 
tumores malignos más frecuentes dentro de la población masculina; en el año 2006, la incidencia 
se estimó en 68.30 casos por cada 100000 habitantes, mientras que en la población femenina la 
incidencia fue de 13.80 casos por cada 100000 habitantes (Cabanes et al., 2009). En términos de 
mortalidad, el cáncer de pulmón sigue siendo la primera causa de muerte por cáncer en hombres y 
la tercera en mujeres, en el año 2006 fue responsable de 17000 y 2600 muertes, respectivamente 
(Cabanes et al., 2009). Aunque tanto la incidencia como la mortalidad son más elevadas en 
hombres, se han observado signos de estabilización en la población masculina en los últimos diez 
años. Mientras que en el período comprendido entre los años 1988 y 1992 la incidencia de cáncer 
de pulmón en hombres con respecto a la de mujeres fue 15 veces superior, diez años después ha 
disminuido hasta alcanzar una proporción de 10 a 1. Lo mismo ha ocurrido con la mortalidad, la 
razón entre hombres y mujeres ha pasado de 12 a 7.5 entre los años 1995 y 2002 (Cabanes et al., 
2009). Esta disminución en la proporción relativa de la tasa de mortalidad por cáncer de pulmón 
entre hombres y mujeres refleja el descenso anual del 0.7% que ha experimentado la población 
masculina en ese periodo. Por su parte, en mujeres, la mortalidad por cáncer de pulmón viene 
experimentando un incremento significativo desde el año 1996, con un crecimiento anual del 
4.1% (Cabanes et al., 2009). Todo parece indicar que en España se está reproduciendo el 
fenómeno experimentado en otros países occidentales, como EEUU,  donde el cáncer de pulmón 
ha pasado a ocupar el primer puesto en mortalidad entre los tumores malignos en mujeres, por 
delante incluso del cáncer de mama, que tradicionalmente ha sido el tumor más letal entre la 
población femenina (Jemal et al., 2010). Estos datos son un reflejo de la creciente incorporación 
de la mujer al consumo de tabaco.  
Los estudios epidemiológicos y experimentales señalan al tabaco como el principal factor 
etiológico en el cáncer de pulmón (Franco, 2005). Su papel directo en la génesis de estos tumores 
se evidencia al considerar que el riesgo relativo de padecer un cáncer de pulmón entre los 
fumadores es de 4-13 veces superior que entre los no fumadores (Boyle et al., 1995). En cuanto al 
tabaquismo pasivo, según diferentes estudios, el riesgo de desarrollar esta enfermedad se 
incrementa en un 15-25% en las personas expuestas respecto a los que no tienen contacto habitual 





responsable del 91% de los casos de cáncer de pulmón en hombres y del 65% de los casos en 
mujeres (Cabanes et al., 2009). Además del tabaco, también existen otros carcinógenos, 
relacionados fundamentalmente con exposiciones ocupacionales (asbestos, radón, arsénico, entre 
otros), que pueden considerarse responsables del 18% de los casos de cáncer de pulmón en 
hombres y de menos del 1% en mujeres. Sin embargo, no todos los casos de cáncer de pulmón 
pueden asociarse a una causa concreta, ni la presencia de un agente etiológico conlleva siempre la 
aparición de este tipo de tumor. Así, por ejemplo, sólo el 20% de los fumadores desarrollará un 
cáncer de pulmón a lo largo de su vida. Existen, por tanto, efectos aditivos y sinérgicos entre 
distintas causas, así como factores de predisposición genética que, quizás por si solos, no son 
suficientes para el desarrollo de estos tumores pero que, asociados a otros factores ambientales, 
conducen a su aparición (Carretero, 2005). 
 
1.1.2. Anatomía Patológica del cáncer de pulmón 
 
Desde la primera clasificación histológica de los tumores pulmonares llevada a cabo por 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el año 1981, se han realizado considerables 
progresos en el conocimiento de la patogénesis, la histología y la biología molecular del cáncer de 
pulmón, lo que se ha traducido en nuevas y sucesivas clasificaciones. El término cáncer de 
pulmón, tal y como lo define la OMS en su última clasificación del 2004 (Travis et al., 2004), 
engloba múltiples neoplasias de tipo epitelial, mesenquimal o linfoproliferativo, entre otros. Del 
total de variantes descritas, el 95% corresponden a tumores epiteliales malignos o carcinomas, lo 
que hace que en la práctica clínica el término de carcinoma de pulmón o carcinoma broncogénico 
se haga sinónimo al de cáncer de pulmón (Apéndice A).  
Los carcinomas de pulmón, desde el punto de vista histológico, se clasifican en dos 
grandes grupos según la morfología que presentan las células tumorales. Esta distinción 
morfológica está relacionada con una clínica y una biología molecular características y condiciona 
una actitud terapéutica inicial diferente. Dichos grupos son: 
 
- Carcinomas de pulmón de célula pequeña o microcíticos (SCLC, del inglés small cell 
lung carcinoma). Representan aproximadamente el 20% de los tumores. Su evolución 
clínica es rápida por lo que el tratamiento más común suele ser quimioterapia o 
radioterapia. 
- NSCLCs. Con aproximadamente un 80% del total de casos, es el grupo histológico más 
frecuente de tumores de pulmón. Clínicamente evolucionan con más lentitud de manera 






El presente trabajo se centra en este último grupo histológico, que se caracteriza a su vez 
por una amplia heterogeneidad y en donde se pueden distinguir, por su frecuencia, tres tipos 
principales:  
 
- SCCs: tumor epitelial maligno que muestra queratinización y/o puentes intercelulares y 
que se origina a partir del epitelio bronquial. 
- ACs: tumor epitelial maligno con diferenciación glandular o formación de mucina.  
- Carcinomas de células grandes (LCCs, del inglés large cell carcinoma): carcinoma 
indiferenciado que no cumple los criterios de un SCLC, un AC o un SCC; tratándose, por 
tanto, de un diagnóstico de exclusión. 
 
1.1.3. Biología molecular del cáncer de pulmón 
 
 Como se ha indicado anteriormente, la elevada frecuencia y mortalidad del cáncer de 
pulmón ponen de manifiesto la necesidad de comprender los mecanismos moleculares que 
contribuyen a su aparición y evolución. Desde el punto de vista molecular, el proceso de 
carcinogénesis se inicia y progresa debido a la acumulación de alteraciones en genes esenciales en 
el control de la proliferación y muerte celular. Los principales procesos celulares que contienen 
genes alterados y que se encuentran desregulados en cáncer son: división celular, muerte celular 
programada o apoptosis, detección y reparación del daño en el ADN, regulación de la expresión 
génica, adhesión celular y transducción de señales. La regulación anormal de los mismos confiere 
a la célula tumoral una serie de rasgos distintivos que pueden resumirse en: insensibilidad a 
señales antiproliferativas, independencia de señales mitóticas para su división, poder replicativo 
ilimitado, capacidad para evadir la apoptosis, y capacidad para inducir la angiogénesis y dar lugar 
a metástasis (Hanahan & Weinberg, 2000). La naturaleza de esas alteraciones es diversa, 
pudiéndose tratar, entre otras, de mutaciones puntuales, cambios epigenéticos, amplificaciones o 
deleciones cromosómicas, translocaciones, pérdida de heterocigosidad, alteraciones en la 
regulación transcripcional y los niveles de expresión génica. En última instancia, estas 
alteraciones se traducen a nivel funcional en la activación de oncogenes y la inactivación de genes 
supresores tumorales que son esenciales para el control de la proliferación celular (Sidransky, 
2002; Santarius et al., 2010). 
Los tumores de pulmón se caracterizan por un complejo patrón de alteraciones 
moleculares (Figura 1). Como fruto de la investigación en este campo, a lo largo de las últimas 
décadas se han identificado genes con un papel clave en la carcinogénesis pulmonar (Sekido et 
al., 1998, Sánchez-Céspedes, 2003) (Tabla 1). Si se consideran estos genes por los procesos 





serían la desregulación de los mecanismos de reparación del ADN (TP53), del ciclo celular (RB y 
CDKN2A) y de la transducción de señales (KRAS, EGFR, PIK3CA y PTEN, entre otros).  
 




Aunque muchos de los genes alterados en cáncer de pulmón, también se han asociado con 
otros tipos tumorales, es importante destacar que el espectro mutacional de algunos, como TP53 y 
KRAS, es específico de los tumores de pulmón y diferente al que presentan en otros tipos de 
tumores, pudiéndose asociar estos cambios a las alteraciones provocadas en el ADN por los 
carcinógenos presentes en el tabaco (Hainaut & Pfeifer, 2001; Ahrendt et al., 2001). Además, 
dentro del cáncer de pulmón, tanto la presencia como la frecuencia de alteraciones de estos genes 
varían según el tipo histológico. Así, puede decirse que existe una correlación entre la histología y 
las alteraciones moleculares (Sekido et al., 1998; Sánchez-Céspedes, 2003). A modo de ejemplo 
se puede mencionar la mayor prevalencia de las alteraciones en los  genes KRAS y EGFR en los 
ACs en comparación con los SCCs (Langer et al., 2010).  
En los últimos años se ha puesto de manifiesto que los genes que se han asociado con el 
cáncer de pulmón hasta el momento representan probablemente una pequeña parte del conjunto 
de genes que participan en su desarrollo. El catálogo se está ampliando con la identificación de 
nuevas alteraciones, como la amplificación de MET (Engelman et al., 2007a; Bean et al., 2007), la 
translocación ALK (Soda et al., 2007), la sobreexpresión y amplificación de IGF1R (Chitnis et al., 
2008; Dziadziuszko et al., 2008), la amplificación de FGFR1 (Weiss et al., 2010) o las 
mutaciones en el gen DDR2 (Hammerman et al., 2011), entre otras. En este sentido es importante 
destacar que los genes que se encuentran alterados con relativa frecuencia, >15-20%, representan 
una minoría (TP53, KRAS, EGFR, STK11, CDKN2A); mientras que para la mayoría de ellos 
(PTEN, ERBB2, BRAF, PIK3CA, MET, ALK), la frecuencia descrita hasta el momento es baja, 5-









Figura 1. Genes alterados en cáncer de pulmón (figura adaptada a partir de Ding et al., 2008). 
Las alteraciones genéticas en cáncer de pulmón se dan fundamentalmente en genes que codifican 
receptores, proteínas con actividad quinasa y fosfatasa, y factores de transcripción que participan 
en distintas vías de transducción de señales controlando, entre otros, los procesos de proliferación 
y supervivencia celular. Se indica, para los más relevantes, el tipo y la frecuencia de la alteración. 
 
Esta situación está promoviendo la búsqueda sistemática de nuevas alteraciones que 
ayuden a completar este catálogo y permitan una mejor comprensión de los mecanismos 
moleculares subyacentes a la carcinogénesis pulmonar. Recientemente, la secuenciación del 
genoma humano y el uso de tecnologías de análisis masivo han contribuido a la identificación de 
nuevos genes relevantes para el desarrollo y la evolución de distintos tipos de tumores. Mediante 
técnicas de secuenciación masiva se ha identificado el papel de varios oncogenes activados por 
mutaciones puntuales en cáncer de pulmón, como ERBB4, EPHA3 y NF1 (Ding et al., 2008). Otra 
fuente de información lo constituye el estudio sistemático de variaciones en el número de copias 
de ADN mediante técnicas como la hibridación genómica comparada (CGH, del inglés 
comparative genomic hybridization) y, más recientemente, mediante microarrays de CGH (Pinkel 
et al., 1998;  Pollack et al., 1999; Greshock et al., 2004). Estos estudios están revelando la 
existencia de regiones cromosómicas que presentan ganancias y pérdidas de material genético con 
relativa frecuencia y que, por tanto, son candidatas a albergar oncogenes y genes supresores 
tumorales, respectivamente. Entre los oncogenes alterados por amplificación génica que se han 
identificado recientemente están NKX2-1 (Weir et al., 2007), SOX4 (Medina et al., 2009), SOX2 
(Bass et al., 2009), TFDP1 y CTNND1 (Castillo et al., 2010), pero para la mayoría de las regiones 





formación y la progresión de estos tumores (Kim et al., 2005; Weir et al., 2007; Lockwood et al., 
2008; Santarius et al., 2010).  
 Además de la identificación de genes que son dianas de alteraciones genéticas, 
epigenéticas o del número de copias, los cambios en los niveles de expresión génica también 
tienen relevancia en el desarrollo tumoral ya que muchas de estas alteraciones producen cambios 
significativos en los patrones de expresión de un número elevado de genes. En las últimas décadas 
se han realizado numerosos estudios basados en diversas tecnologías de análisis masivo, como 
microarrays y análisis seriado de la expresión génica (SAGE, del inglés serial analysis of gene 
expression), con el objeto de definir el perfil de expresión génica característico de distintos tipos 
tumorales y, entre ellos, del cáncer de pulmón (Velculescu et al., 1995; Schena et al., 1996; 
Pollack, et al., 1999). El reconocimiento de firmas genéticas asociadas con vías de señalización 
claves para la carcinogénesis, además de impulsar la identificación de genes relevantes para el 
desarrollo tumoral, está conduciendo al descubrimiento de subtipos moleculares, contribuyendo 
así a una clasificación de los tumores más precisa. Asimismo, estas firmas pueden ayudar a 
predecir la evolución de los pacientes, al asociarse con un mejor o peor pronóstico, o con 
respuesta a una determinada terapia.  
Entre los principales hallazgos derivados de los estudios realizados en cáncer de pulmón 
hasta la fecha, se pueden citar: la correlación entre los perfiles de expresión génica y la 
clasificación histológica, identificándose firmas genéticas características de los distintos tipos 
histológicos dentro de los carcinomas de pulmón (Bhattacharjee et al., 2001; Garber et al., 2001; 
Nacht et al., 2001; Borczuk et al., 2003; Parmigiani et al., 2004; Nakamura et al., 2006); y la 
identificación de marcadores y firmas genéticas con potencial valor pronóstico y de respuesta a 
terapia, demostrándose la utilidad clínica de los análisis de microarrays (Wigle et al., 2002; Beer 
et al., 2002; Kikuchi et al., 2003; Chen et al. 2007; Shedden et al., 2008; Agulló-Ortuño et al., 
2010). El análisis global de la expresión génica también puede ser de utilidad a la hora de asociar 
los perfiles de expresión con las alteraciones genéticas propias del tumor. No obstante, en cáncer 
de pulmón la información relativa al estudio de alteraciones genéticas y su correlación con los 
patrones de expresión génica es escasa (Beer et al., 2002; Takeuchi et al., 2006; Chitale et al., 
2009). 
En los últimos años, la identificación de las alteraciones genético-moleculares propias de 
los distintos tipos de tumores está adquiriendo una nueva dimensión. Más allá de permitir una 
mejor comprensión de los mecanismos moleculares subyacentes, estas alteraciones se están 
convirtiendo en marcadores de utilidad en el diagnóstico y en el establecimiento del pronóstico. 
Además, está empezando a guiar el desarrollo de nuevos fármacos y sus indicaciones. Se 
establece así cierta reciprocidad: por un lado, la identificación del catálogo completo de 
alteraciones en cáncer está suponiendo una información complementaria y, en ocasiones 





otro lado, la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de detección y terapéuticas, está 
conduciendo a la búsqueda cada vez más activa y productiva de alteraciones cromosómicas, 
genéticas y epigenéticas. El objetivo básico de la investigación molecular en cáncer ha sido y 
sigue siendo, por tanto, el identificar los genes implicados en el desarrollo tumoral. Pero, 
considerándolo desde esta perspectiva global, adquiere un nuevo trasfondo, ya que la definición 
del listado completo de dichas alteraciones supondrá un primer paso de un proceso que culminará 
con el empleo de estos marcadores moleculares con fines diagnósticos, pronósticos y terapéuticos 
en la rutina clínica (Weir et al., 2007).  
 
1.2. DIANAS TERAPÉUTICAS Y MARCADORES PREDICTIVOS EN CÁNCER  
 
1.2.1. Estrategias terapéuticas en cáncer 
 
Centrándonos en el abordaje terapéutico del cáncer, cabe destacar que el acercamiento al 
tratamiento de la mayoría de las neoplasias sólidas y, entre ellas, los NSCLCs, ha sido 
tradicionalmente y continúa siendo necesariamente multidisciplinar. Las opciones clásicas son 
cirugía, radioterapia y quimioterapia, solas o combinadas. La cirugía y la radioterapia dominaron 
este campo hasta la década de los años 60. Posteriormente, la quimioterapia basada en agentes 
citotóxicos, tanto adyuvante como neoadyuvante, se sumó al arsenal terapéutico y continúa siendo 
la principal opción tanto para tumores primarios como metástasicos (DeVita & Chu, 2008; Coate 
et al., 2009) (Figura 2). En NSCLCs, al igual que ocurre en otros tipos de tumores, el tratamiento 
depende del estadiaje de la enfermedad. La cirugía representa una opción en los estadios iniciales, 
cuando la enfermedad está localizada y se cumplen los criterios de resecabilidad. Un tratamiento 
multimodal basado en radioterapia y/o quimioterapia es el indicado cuando la enfermedad se 
encuentra localmente avanzada, mientras que en los casos de enfermedad metástasica avanzada el 
tratamiento suele ser quimiopaliativo (Farray et al., 2005; Pisters & Le Chevallier, 2005; Dempke 
et al., 2010). El cisplatino y su análogo el carboplatino son los agentes citotóxicos empleados con 
mayor frecuencia para el tratamiento de los NSCLCs. La combinación de cualquiera de éstos con 
agentes como gemcitabina, vinorelbina, paclitaxel o docetaxel, parece mejorar la eficacia del 
tratamiento (Arriagada et al., 2004; Winton et al., 2005; Murray et al., 2006; Douillard et al., 
2006).  
Estas tres modalidades se encuadrarían en un esquema clásico de tratamiento, según el 
cual, todos los pacientes reciben el mismo tratamiento basado, fundamentalmente, en el 
diagnóstico anatomopatológico y en el estado del paciente (Dalton et al., 2006). En los últimos 
años, debido a la necesidad de mejorar las opciones terapéuticas existentes, ha emergido una 





investigación molecular en cáncer lleva años demostrando la heterogeneidad de los tumores y la 
variabilidad en cuanto a su evolución de tumores que presentan características clínicas y 
anatomopatológicas comunes (Coyle et al., 2010). La consideración del perfil molecular de los 
tumores está posibilitando una auténtica revolución, ya que muchas de las alteraciones genético-
moleculares identificadas se están empleando como dianas de los nuevos tratamientos dirigidos 
(Dalton et al., 2006; DeVita & Chu, 2008; Raguz et al., 2008; Pao et al., 2009; Janku et al., 2010). 
 
 
Figura 2. Evolución de la terapia contra el cáncer (figura adaptada a partir de DeVita 
& Chu, 2008). Se muestra en un cronograma una selección de los eventos más 
significativos relacionados con el desarrollo de la terapia contra el cáncer, indicándose los 
agentes farmacológicos que han ido apareciendo y los tipos de tumores en los que los 
algunos de los fármacos dirigidos más destacados son eficaces. Asimismo se señalan 
algunos de los avances más relevantes en la investigación molecular del cáncer que están 
revolucionando el abordaje terapéutico de la enfermedad, ya que al identificar alteraciones 
en genes implicados en distintas formas de carcinogénesis, permiten el desarrollo de 
fármacos dirigidos contra los productos de estas alteraciones moleculares. LCM: leucemia 
mieloide crónica, NSCLC: carcinoma de pulmón no microcítico, GIST: tumor del estroma 
gastrointestinal. 
 
1.2.2. Terapias convencionales no dirigidas versus terapias dirigidas: dianas 
terapéuticas 
 
El concepto de terapia dirigida está íntimamente ligado al de diana terapéutica, que podría 
definirse como un componente celular que se encuentra alterado de forma específica en la célula 
tumoral, y que le confiere una ventaja selectiva sobre las células normales, contribuyendo a la 
transformación celular y a la progresión del tumor. Como se ha indicado anteriormente, gran parte 
de los esfuerzos actuales dentro de la investigación en cáncer se centran en el desarrollo de drogas 
dirigidas contra procesos alterados en la célula tumoral, tales como la transducción de señales, el 





desencadenadas por la activación o inactivación de genes que, a su vez, constituyen posibles 
dianas moleculares para el diseño de estas terapias dirigidas (Pao et al., 2009).  
Dado que la quimioterapia convencional basada en agentes citotóxicos también actúa 
sobre procesos celulares, como los anteriormente indicados, la denominación de terapia dirigida 
podría resultar equívoca. No obstante, la distinción entre ambas opciones de tratamiento se 
esclarece al tener en cuenta algunas consideraciones. En el caso de la terapia dirigida, el diseño de 
la droga está basado en el conocimiento de la biología molecular del tumor y la identificación de 
sus alteraciones genético-moleculares. Por su parte, el diseño de los agentes quimioterapéuticos 
citotóxicos convencionales, considerados tradicionalmente como no dirigidos, se basa en el 
análisis de productos químicos y/o naturales sobre líneas celulares o modelos animales y en la 
evaluación de su eficacia para controlar el desarrollo tumoral, sin que exista conocimiento previo 
del componente o proceso celular sobre los que actúan. Por otro lado, los agentes dirigidos actúan 
sobre las dianas y la expresión o alteración de estas últimas son un requisito para que exista 
respuesta al tratamiento. Las dianas de las terapias dirigidas son generalmente componentes 
proximales de las vías de transducción de señales, tales como receptores de membrana o proteínas 
que actúan como mediadores en la transducción de señales hacia el núcleo. En cambio, los 
agentes quimioterapéuticos convencionales afectan a eventos distales de la transducción de 
señales, actuando directamente sobre los propios ácidos nucleicos o sobre proteínas que participan 
en la síntesis de ADN o en el ensamblaje de los microtúbulos (Hait, 2009). La quimioterapia 
basada en agentes citotóxicos supone, por tanto, un coste significativo de toxicidad para el 
paciente, ya que actúa indistintamente sobre las células tumorales y normales. La terapia dirigida, 
por su parte, al neutralizar algún componente que está alterado en el tumor pero no en las células 
normales, consigue interrumpir la progresión del tumor sin efectos adversos para las células 
normales del paciente (Sledge, 2005; Coate et al., 2009). La especificidad de las terapias dirigidas 
deriva, por tanto, de su capacidad para explotar la adicción oncogénica que se crea en el tumor 
como consecuencia de la alteración genética, y otras vulnerabilidades características de los 
tumores (Weinstein et al., 2008; Workman & de Bono, 2008; Weil et al., 2008). 
Actualmente, la mayoría de las dianas terapéuticas contempladas en la clínica son 
receptores con actividad tirosina quinasa, como EGFR, HER2, KIT, PDGFR, VEGFR, IGF-1R, 
entre otros, que se encuentran alterados en distintos tipos de tumores y son componentes claves en 
los procesos de transducción de señales. Asimismo, otras proteínas que participan a nivel 
intracelular en la transducción de señales, fundamentalmente a través de las vías 
PI3K/AKT/mTOR y RAS/MEK/ERK, también están siendo considerados como potenciales 








1.2.3. Biomarcadores en cáncer: la evolución de los marcadores predictivos 
 
La incorporación de fármacos basados en dianas moleculares representa un cambio 
paradigmático en el tratamiento del cáncer. En la actualidad, el poder terapéutico del 
conocimiento de las dianas moleculares resulta patente en varios tumores (Tabla 2). No obstante, 
este éxito aún no se ha extendido de forma generalizada. La falta de fármacos dirigidos deriva de 
las limitaciones en cuanto al conocimiento de la biología molecular de los tumores y del conjunto 
de dianas terapéuticas. En relación con este hecho, es importante señalar que los tumores en los 
que la inhibición de una única diana tiene un efecto terapéutico representan una minoría. Aunque 
los tumores anteriormente indicados demuestren el principio del poder terapéutico de un agente 
dirigido contra una alteración genético-molecular propia del tumor, en ningún caso reflejan la 
complejidad molecular de los mismos. Como ya se ha indicado, los tumores se caracterizan por 
presentar múltiples alteraciones, pudiendo considerarse cada una de ellas posibles dianas 
terapéuticas.  El efecto terapéutico “ideal” se conseguiría por tanto mediante la administración 
simultánea de varios fármacos que bloqueen distintos componentes de la vía, o mediante un 
fármaco que actúe sobre varias moléculas a la vez (Dalton et al., 2006; Coyle et al., 2010; Knight 
et al., 2010).  
 




Por otro lado, al trasladar a la clínica los nuevos fármacos dirigidos, se está poniendo de 
manifiesto que estos fármacos sólo funcionan en una pequeña proporción de pacientes, en cuyos 
tumores, la diana del fármaco tiene especial relevancia. Como ejemplo podría considerarse la 
asociación entre la respuesta a trastuzumab y la amplificación del gen HER2 en cáncer de mama, 
por citar alguno de los tumores anteriormente indicados (Tabla 2). En este caso, como en otros, se 
cumple que la respuesta se asocia con alguna alteración de la diana del fármaco. Sin embargo, la 
existencia de una droga que bloquea de forma selectiva una diana no garantiza su eficacia clínica, 
por lo que el impacto derivado de la identificación de dianas frente a la que dirigir fármacos es 
bajo si no se identifican los pacientes que van a beneficiarse de dicha terapia (Sawyers, 2008a). 
Con todo ello, se introduce el concepto de marcador predictivo, el cual podría definirse como 
aquella característica del paciente o del tumor que se asocia con una mejor o peor evolución en 






Actualmente, los dos aspectos relevantes en el campo de la terapia dirigida serían, por 
tanto, conocer la biología subyacente a la droga y a su diana, y disponer de marcadores 
predictivos que permitan seleccionar a los pacientes que van a experimentar una respuesta 
terapéutica eficaz (Ladanyi, 2008). En ocasiones, la diana y el marcador predictivo de respuesta 
son el mismo, como por ejemplo, en cáncer de mama, donde la amplificación del gen HER2 
predice la respuesta a un anticuerpo monoclonal dirigido contra el producto de dicho gen, el 
receptor HER2. En cualquier caso, resulta evidente que el conocimiento de la diana, 
caracterizando la vía a la que pertenece y el papel que desempeña en el contexto molecular del 
tumor, es esencial para definir los posibles marcadores de respuesta (Hait, 2009). Así, aludiendo a 
la reciprocidad que se establece entre la investigación básica en cáncer y su aplicación en la 
clínica, los marcadores predictivos podrán identificarse a partir de la caracterización molecular de 
los distintos tipos de tumores (Herbst & Lippman, 2007; Pao et al., 2011b). Además de estudiar la 
diana terapéutica o la droga y su mecanismo de acción, existen diferentes métodos para identificar 
los marcadores predictivos. Por un lado, el análisis masivo de tumores con evolución clínica 
conocida permite, al comparar entre respondedores y no respondedores, la identificación de 
firmas genéticas con expresión diferencial entre ambos grupos. Por otro lado, mediante modelos 
experimentales, como líneas celulares que son sensibles o no a la acción de un determinado 
fármaco, se pueden caracterizar elementos reguladores que median la respuesta a dicha droga. 
Así, en cáncer de pulmón y en otros tipos de tumores, un gran número de vías de transducción de 
señales están siendo revisadas desde la perspectiva de que algunos de sus componentes puedan ser 
marcadores de sensibilidad o de resistencia a agentes terapéuticos dirigidos ya aprobados o en 
fase de desarrollo (Herbst & Lippman, 2007; McDermott et al., 2007; Sos et al., 2009; Janku et 
al., 2010). 
 Sin embargo, al igual que ocurre con las dianas terapéuticas, un único marcador puede ser 
de escaso valor si se tiene en cuenta que la progresión de los tumores y su respuesta al tratamiento 
están determinadas por varios factores y componentes celulares. En un futuro próximo, se deberán 
analizar una serie de marcadores, creándose algoritmos terapéuticos para identificar el mejor 
tratamiento para cada paciente (Workman & de Bono, 2008; Coyle et al., 2010; Wistuba et al., 
2011). Los marcadores predictivos representan, por tanto, una problemática crucial en el campo 
de la terapia contra el cáncer. Una gran limitación deriva del hecho de que los ensayos clínicos 
que conducen a la aprobación de los fármacos, se vienen realizando, en general, sin la selección 
de pacientes en función de estos marcadores predictivos. Además, en la práctica clínica diaria, 
estos marcadores no se aplican de forma rutinaria para seleccionar la administración de los 
fármacos correspondientes. Hoy por hoy no existe, salvo contadas excepciones, un consenso 
universal en cómo, cuándo y a quiénes aplicar los distintos agentes farmacológicos disponibles, 
preguntas claves si se quiere que la terapia personalizada en cáncer sea una realidad (Dalton et al., 





Para la mayoría de los tumores el tratamiento se basa en una combinación de agentes, así 
por ejemplo, en el caso del cáncer de colon existen varios fármacos aprobados como irinotecan, 
oxaliplatino, fluoropirimidinas, cetuximab, panitumumab y bevacizumab. Dichos agentes se 
administran en regímenes de una, dos o tres drogas, pero no existe un criterio sólido para empezar 
el tratamiento con uno de ellos salvo el de evitar cetuximab o panitumumab en pacientes con 
tumores portadores de mutaciones en el gen KRAS (Allegra et al., 2009; Jimeno et al., 2009; 
Amado et al., 2008). En ocasiones, aunque existe un fármaco dirigido contra una diana bien 
caracterizada que produce una respuesta terapéutica, el biomarcador o el conjunto de 
biomarcadores óptimos para predecir la respuesta o la resistencia no han sido establecidos 
(Dempke et al., 2010). Tal es el caso de los inhibidores antiangiogénicos, como bevacizumab, que 
tienen como diana la vía VEGF (Duda et al., 2010), o de los inhibidores de IGF-1R (Gualberto et 
al., 2009). En otras ocasiones, el marcador de respuesta no se ha seleccionado correctamente, 
siendo la administración de los anticuerpos monoclonales contra EGFR, cetuximab y 
panitumumab, en cáncer de colon metastásico el ejemplo reciente más representativo. En los 
primeros ensayos con cetuximab se asumió que sólo los pacientes cuyos tumores expresaran la 
diana del fármaco se beneficiarían de esta terapia, por lo que la valoración de los niveles de 
expresión de EGFR por IHQ se consideró como el criterio de selección para la administración del 
tratamiento. En los años siguientes se comprobó que había pacientes con ausencia de expresión de 
EGFR, que respondían a cetuximab de igual manera que pacientes cuyos tumores tenían una 
marcada expresión del receptor y que, en virtud de la indicación del fármaco, no deberían 
beneficiarse del tratamiento. En análisis retrospectivos se identificó que la presencia de 
mutaciones en el gen KRAS, un marcador que en ningún momento se había contemplado en el 
estudio de la respuesta a cetuximab, representaba un marcador de respuesta negativo (Lièvre et 
al., 2006). Estos hallazgos hicieron que, años después de que se presentaran los primeros 
resultados clínicos,  se cambiara la indicación de cetuximab para el tratamiento de cáncer de colon 
en pacientes con tumores KRAS wild-type. Posteriormente, esta indicación se confirmó en el 
desarrollo del anticuerpo monoclonal panitumumab (Amado et al., 2008). Recientemente, se ha 
comprobado que no todos los pacientes con tumores con ausencia de mutaciones en el gen KRAS 
se benefician del tratamiento basado en anticuerpos anti-EGFR. Estudios retrospectivos están 
apuntando a otros biomarcadores que, sumados, permitirían establecer un algoritmo para 
seleccionar a los pacientes que se van a beneficiar de estos fármacos, como la presencia de 
mutaciones en los genes BRAF (Di Nicolantonio et al., 2008) o PIK3CA (Sartore-Bianchi et al., 
2009), o la expresión de ligandos del receptor EGFR, como anfiregulina y epiregulina 
(Khambata-Ford et al., 2007). Con este ejemplo se pone de manifiesto la necesidad de tener 
cohortes de pacientes con una información clínica detallada en la que poder evaluar una serie de 
marcadores como parte del desarrollo del ensayo clínico del fármaco. Además, ilustra la 





imprescindible contemplar el catálogo completo de las alteraciones del tumor y caracterizar de 
forma precisa la vía molecular a la que pertenece la diana terapéutica (Xie et al., 2008; Wistuba et 
al., 2011). 
La correcta identificación del marcador predictivo no es el final del camino ya que aún 
quedaría por definir la metodología adecuada para su caracterización (Dempke et al., 2010). Hay 
que considerar que la alteración del posible marcador de respuesta puede medirse a nivel de ADN, 
ARN o proteína; y que se dispone de diversas técnicas para su estudio (PCR, hibridación o IHQ). 
No existen, de forma generalizada, consensos ni un control de calidad que permitan estandarizar 
la metodología de análisis, ni asegurar la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados. A modo 
de ejemplo se puede recordar la situación experimentada en cáncer de mama, donde han tenido 
que pasar 20 años desde que se identificara la amplificación de HER2 como marcador de 
respuesta a trastuzumab hasta que se consensuara la hibridación in situ fluorescente (FISH, del 
inglés fluorescent in situ hybridization) como la metodología de elección para su análisis (Sauter 
et al., 2009). Este hecho pone de manifiesto la importancia de validar desde el punto de vista 
metodológico -a nivel preanalítico, analítico y postanalítico- el análisis del marcador de respuesta, 
ya que si no se dispone de un método validado, aunque se tenga un agente dirigido eficaz y un 
marcador de respuesta adecuado, no se podrá identificar al paciente que pueda beneficiarse del 
tratamiento (Ladanyi, 2008; Xie et al., 2008). Como ejemplo del cambio que tiene que producirse 
en este sentido, se puede considerar uno de los ensayos que motivaron la aprobación de 
panitumumab para pacientes con tumores de colon KRAS wild-type por parte de la European 
Medicines Agency, donde se utilizó un kit comercial para la determinación de mutaciones en 
dicho gen (Amado et al., 2008). De hecho, el éxito del uso de un kit comercial en el contexto de 
un ensayo clínico ha sido reconocido internacionalmente por una importante revista (Roses, 
2008). Así, el ensayo clínico no sólo debería definir la indicación de un fármaco según el contexto 
molecular del tumor, sino también proponer una metodología para llevar a cabo la determinación 
del marcador de respuesta correspondiente. 
 A pesar de las limitaciones existentes, la identificación de marcadores predictivos 
empieza a guiar las decisiones terapéuticas y representa un importante paso para individualizar la 
terapia y mejorar el manejo clínico de los pacientes. De hecho, su uso deberá ser un requisito para 
las aprobaciones de los fármacos basado en dianas moleculares y para el establecimiento de las 
indicaciones óptimas de los mismos (Dalton et al., 2006). La combinación de una terapia dirigida 
y de un marcador asociado de respuesta será la clave del éxito de la medicina personalizada, 
donde la droga adecuada se administrará al paciente adecuado (Sawyers, 2008a y 2008b; Yeatman 
et al., 2009; Hait, 2009; Pérez-Soler, 2009). El estudio de marcadores predictivos puede 
considerarse, por tanto, como un paradigma de la investigación traslacional en cáncer. La 
situación actual debería ser aquélla en la que los tumores se analicen de forma prospectiva en el 





moleculares que sean relevantes para la sensibilidad o resistencia a los fármacos, de igual manera 
que se utilizan paneles de anticuerpos para establecer el diagnóstico anatomopatológico (Ladanyi, 
2008). Así, el clínico podrá definir las opciones de tratamiento no sólo en base a características 
clínicas o estadísticas, sino también a características específicas del paciente y de su tumor, de 
manera que, incluso, en estadios iniciales, los pacientes se asignen al régimen terapéutico más 
adecuado a las características moleculares de su tumor (Dalton et al., 2006; Herbst & Lippman, 
2007). 
 El concepto de que la respuesta a una droga está biológicamente condicionada no se 
restringe sólo a los nuevos agentes terapéuticos dirigidos, por lo que la utilidad de los marcadores 
predictivos también puede aplicarse a la quimioterapia convencional. Así, en NSCLCs, al igual 
que en otros tipos de tumores, algunos marcadores también se están empleando para predecir la 
respuesta a agentes citotóxicos convencionales, pudiéndose citar la expresión de ERCC1 como 
marcador de respuesta a platinos (Olaussen et al., 2006), o de RRM1 en relación con la respuesta 
a gemcitabina (Rosell et al., 2004). No obstante, el presente trabajo se centra en el estudio de 
marcadores predictivos de agentes terapéuticos dirigidos. 
 
1.3. DIANAS TERAPÉUTICAS Y MARCADORES PREDICTIVOS EN CÁNCER DE 
PULMÓN  
 
1.3.1. El valor predictivo de la histología en cáncer pulmón 
 
Desde hace algunos años existe un interés súbito y creciente por la histología del cáncer 
de pulmón (Hirsch et al., 2008; Stinchcombe et al., 2010), que puede justificarse por varias 
razones. Los ITKs dirigidos contra EGFR son un claro ejemplo de cómo los fármacos dirigidos 
muestran, en general, una mayor actividad en tumores con un tipo histológico concreto al que se 
asocian las alteraciones genéticas que son dianas de dichos fármacos. La histología contribuye, 
por tanto, a decidir la estrategia terapéutica: en el ejemplo concreto de los ITKs, un diagnóstico de 
AC implicaría el análisis de mutaciones en el gen EGFR para valorar la posible sensibilidad del 
tumor a este tipo de inhibidores, dado que las mutaciones en el gen se dan preferentemente en este 
tipo histológico en comparación con los SCCs  (Lynch et al., 2004; Pao et al., 2004; Paez et al., 
2004). De igual modo, muchos agentes quimioterápicos no dirigidos actúan sobre ciertos procesos 
celulares cuya función puede variar según el tipo histológico del tumor. Así por ejemplo, los 
niveles de timidilato sintasa (enzima implicada en la síntesis de ADN) o de ERCC1 (enzima que 
participa en los mecanismos de reparación del ADN), se relacionan con resistencia a premetrexed 
y platinos, respectivamente, siendo su expresión más elevada en SCCs (Scagliotti et al., 2008; de 





que la administración de algunos agentes terapéuticos debe evitarse en ciertos tipos histológicos, 
no sólo porque no ofrecen una mejor tasa de respuesta, siendo el caso, como se ha indicado 
anteriormente, del uso de premetrexed en SCCs; sino también porque su uso, por ejemplo 
bevacizumab en SCCs se asocia con complicaciones (Sandler et al., 2006). En cambio, hay otros 
agentes terapéuticos, como los fármacos dirigidos contra IGF-1R, cuya respuesta óptima se 
observa precisamente en SCCs (Karp et al., 2009). 
Por tanto, la situación terapéutica actual del cáncer de pulmón y, en general, del cáncer, 
pone de manifiesto que el establecimiento del tratamiento, ya esté basado en quimioterapia 
convencional o en fármacos dirigidos, requiere un diagnóstico histológico preciso y reproducible. 
Sin embargo, la distinción entre los distintos tipos tumorales, a partir únicamente de la 
morfología, puede ser difícil, especialmente en los casos de los tumores pobremente diferenciados 
o cuando sólo se dispone para el diagnóstico anatomopatológico de citologías o biopsias pequeñas 
–broncoscopias o biopsias con aguja gruesa– (Loo et al., 2010; Nicholson et al., 2010; Terry et al., 
2010; Conde et al., 2010). Esta limitación de material intensifica la necesidad de un diagnóstico 
preciso, ya que la prioridad a la hora de analizar las posibles alteraciones moleculares asociadas 
con la respuesta a un tratamiento concreto se verá condicionada por la histología.  
La identificación y el empleo de marcadores que permitan discriminar los distintos tipos 
histológicos en cáncer de pulmón tienen, por tanto, cada vez más relevancia. La llegada, hace 
aproximadamente una década, de los estudios de análisis global de la expresión génica mediante 
microarrays, significaron una mejora en la clasificación de muchas neoplasias malignas (Perou et 
al., 2000). La tecnología de microarrays para el estudio de los perfiles de expresión génica ha 
permitido recapitular las características moleculares de los distintos tipos de tumores al nivel de 
genes individuales, y representa una herramienta valiosa en la medida que permite caracterizar y 
clasificar de forma más precisa los diferentes tumores. La mayoría de los estudios previos 
realizados en cáncer de pulmón han demostrado la correlación existente entre los perfiles de 
expresión génica y la clasificación histológica (Bhattacharjee et al., 2001; Garber et al., 2001; 
Nacht et al., 2001; Borczuk et al., 2003; Parmigiani et al., 2004; Nakamura et al., 2006). No 
obstante, el impacto práctico en la clasificación de los carcinomas de pulmón ha sido 
comparativamente menor con respecto a otros tipos de tumores (Hayes et al., 2006), por lo que la 
búsqueda de nuevos marcadores aún continúa. 
Dentro de la clasificación de los principales tipos histológicos de NSCLCs, el diagnóstico 
de LCC siempre se ha considerado un diagnóstico de exclusión, dado que los carcinomas de 
pulmón en los que no se observan signos concluyentes de diferenciación glandular o epidermoide 
son clasificados como tal (Travis et al., 2004). Además representa una categoría cada vez más 
cuestionada en base a los resultados de los estudios de expresión génica que evidencian que el 
diagnóstico de LCC no es reproducible y que estos carcinomas pueden presentar firmas genéticas 





segregue del resto de carcinomas de pulmón (Yamagata et al, 2003; Au et al., 2004a). De hecho, 
en los análisis no supervisados, los LCCs no constituyen una entidad definida sino que, en su 
mayoría, aparecen agrupados junto con ACs o SCCs (Garber et al., 2001; Borczuk et al., 2003; 
Angulo, datos sin publicar). La ausencia de signos histológicos de diferenciación glandular o 
epidermoide en el examen microscópico, unida a los resultados de los análisis de la expresión 
génica, parecen confirmar que la mayoría de los LCCs son en realidad ACs o SCCs pobremente 
diferenciados y no un grupo genéticamente definido y distinto (Hou et al., 2010). Tal y como se 
ha indicado anteriormente, desde el punto de vista terapéutico, este diagnóstico no debería ser 
utilizado si se tiene en cuenta que estos pacientes podrían ser tratados con fármacos no adecuados 
si se confirmara que su tumor es un SCC, o bien podrían ser descartados para el análisis de 
marcadores relevantes en ACs. Teniendo en cuenta estas premisas, resulta relevante estudiar si el 
análisis de marcadores diferencialmente expresados entre ACs y SCCs puede reducir el número 
de LCCs y contribuir así a un diagnóstico histológico más preciso y reproducible. 
 
1.3.2. Dianas terapéuticas y marcadores predictivos en carcinomas de pulmón no 
microcíticos 
 
En las últimas décadas se ha experimentado un cambio paradigmático en el conocimiento 
y el manejo del cáncer de pulmón. A medida que los avances en el estudio de la biología 
molecular de estos tumores han conducido a la identificación de diferentes alteraciones genéticas 
asociadas con su desarrollo, ha sido posible dividir los NSCLCs en subgrupos genéticamente 
definidos de acuerdo con la frecuencia de dichas alteraciones. El desarrollo de las terapias 
dirigidas ha demostrado además que esta división en entidades moleculares es una estrategia 
terapéutica prometedora, ya que existen inhibidores específicos dirigidos contra los productos de 
estas alteraciones genéticas que están probando su eficacia en ensayos clínicos (Figura 3) (Sharma 
et al., 2010; Pao & Girard, 2011; Janku et al., 2011a). 
Las mutaciones en el gen EGFR ilustran la relevancia terapéutica de los subgrupos 
moleculares dentro de los NSCLCs y representan un ejemplo para el estudio de otras alteraciones 
en el contexto de las terapias dirigidas. Desde su identificación, EGFR ha emergido como una de 
las dianas terapéuticas más relevantes en el tratamiento del cáncer de pulmón. Las primeras 
evidencias clínicas de respuesta a ITKs dirigidos contra EGFR en pacientes con NSCLCs 
surgieron entre los años 2001 y 2004, y condujeron al uso clínico de dos fármacos: gefitinib y 
erlotinib. En el año 2004 se estableció por primera vez la relación entre la presencia de 
mutaciones en el dominio tirosina quinasa del gen EGFR y la respuesta a estos fármacos (Lynch 
et al, 2004; Paez et al., 2004; Pao et al., 2004). Distintos estudios retrospectivos y prospectivos 
han demostrado que los pacientes con mutaciones en el gen EGFR tratados con ITKs presentan 





basado en quimioterapia, incluso en tratamiento en primera línea (Mitsudomi et al., 2005; Sequist 
et al., 2008; Mok et al., 2009; Rosell et al., 2009, Rosell et al., 2011).  
 
 
Figura 3. Entidades moleculares dentro de los carcinomas de pulmón no microcíticos (figura 
adaptada a partir de Pao & Girard, 2011 y Sharma et al., 2010).  A lo largo de las últimas 
décadas, la identificación del catálogo de alteraciones genéticas característico de los carcinomas de 
pulmón ha permitido definir subgrupos, lo que representa una prometedora estrategia terapéutica 
ya que existen inhibidores específicos dirigidos contra los productos de las alteraciones genéticas 
características de cada uno de los subgrupos moleculares. 
 
La presencia de mutaciones en el gen EGFR, identificadas en aproximadamente el 10-
15% de los NSCLCs, define un subgrupo distintivo dentro de los ACs de pulmón (Lynch et al, 
2004; Paez et al., 2004; Pao et al., 2004; Conde et al., 2006; Takeuchi et al., 2006). Como ya se ha 
indicado previamente, se han descrito alteraciones en otros genes (KRAS, BRAF, ERBB2, 
PIK3CA, MET, PDGFR, entre otros). Aunque la frecuencia de dichas alteraciones parece ser, en 
general, relativamente baja, definen entidades moleculares genéticamente diferentes dentro de los 
NSCLCs (Figura 3) (Pao & Girard, 2011). Si en el contexto de las terapias dirigidas en cáncer se 
asume que la respuesta está genéticamente condicionada, es posible que cada una estas 
alteraciones genéticas representen, al igual que EGFR,  dianas terapéuticas y/o marcadores 
predictivos para el desarrollo de fármacos eficaces para el tratamiento de cada subgrupo de 
tumores. Así, la respuesta de pacientes con tumores portadores de la translocación ALK al 
fármaco crizotinib confirma este planteamiento (Kwak et al., 2010), por lo que es esperable que 
fármacos dirigidos contra cada una de las alteraciones que se han descrito en cáncer de pulmón 
sean eficaces en tumores portadores de dichas alteraciones (Sharma et al., 2010; Pao & Girard, 
2011; Janku et al., 2011a). En cáncer de pulmón, y en general en cualquier tipo de tumor, 
establecer la frecuencia de las principales alteraciones genéticas que permitirían priorizar el uso 





1.4. APROXIMACIONES METODOLÓGICAS AL ESTUDIO DE MARCADORES 
PREDICTIVOS EN CÁNCER: ANÁLISIS DE MUTACIONES EN EGFR EN CÁNCER DE 
PULMÓN 
 
 Como se ha indicado anteriormente en la presente introducción, a la hora de trasladar el 
estudio de marcadores predictivos a la clínica, resulta imprescindible disponer de un método 
sensible y específico para caracterizar las alteraciones moleculares subyacentes. En este sentido es 
significativo revisar la situación que se está viviendo en el análisis de mutaciones en el gen EGFR 
ya que, pasados más de siete años desde que se describieran por primera vez y a pesar del impacto 
clínico para los pacientes con cáncer de pulmón, aún no se dispone de un método estandarizado 
para seleccionar a los pacientes candidatos a recibir una terapia basada en ITKs dirigidos contra 
EGFR (Pao & Ladanyi, 2007; Eberhard et al., 2008).  
La secuenciación directa por el método de Sanger fue la metodología empleada en los 
estudios que evidenciaron la relación entre la presencia de mutaciones en EGFR y la respuesta a 
ITKs, y a pesar de su relativa baja sensibilidad, continúa siendo el método más ampliamente 
utilizado para la caracterización de mutaciones en EGFR y en otros genes. En líneas generales, la 
secuenciación requiere al menos un 50% de ADN mutado para detectar la presencia de 
alteraciones genéticas, un porcentaje realmente limitante en el contexto del cáncer de pulmón si se 
tiene en cuenta que la mayoría de las muestras que se reciben para el diagnóstico y para la 
realización de estudios moleculares son biopsias pequeñas y el porcentaje de celularidad tumoral 
es bajo (Eberhard et al., 2008; Loo et al., 2010; Nicholson et al., 2010; Terry et al., 2010; Conde 
et al., 2010). La pirosecuenciación o técnicas de secuenciación masiva representan alternativas 
más sensibles a la secuenciación por el método de Sanger, pero aún están lejos de su aplicación en 
la práctica clínica habitual por su elevado coste (ten Bosch & Grody, 2008). A lo largo de la 
última década se han desarrollado distintas estrategias para favorecer la amplificación del alelo 
mutado frente al alelo wild-type y mejorar así la sensibilidad de la secuenciación directa. Todas 
ellas se basan en modificaciones de la PCR, ya sea a nivel de la secuencia de los primers o de las 
condiciones de temperatura, por lo que también pueden utilizarse como un paso previo a la 
realización de técnicas de secuenciación más sensibles como la pirosecuenciación. Algunas de las 
más representativas son las siguientes: (1) diseño de primers específicos del alelo mutado y 
empleo de un péptido que bloquea la amplificación del alelo wild-type [PNA-LNA PCR clamp, 
del inglés peptide nucleic acid-locked nucleic acid PCR, (Miyamae et al., 2010)]; (2) digestión 
con enzimas de restricción que reconocen secuencias dianas presentes en el alelo wild-type de 
manera que, tras una primera PCR y su posterior digestión, sólo los alelos mutados actúan como 
moldes para la amplificación en una segunda PCR (Asano et al., 2006); (3) disminución de la 





formados por la presencia de la mutación, enriqueciendo así la proporción de alelos mutados que 
actúan como moldes en cada ciclo de amplificación [COLD-PCR, del inglés co-amplification at 
lower denaturation temperature-PCR, (Li et al., 2008a)]. Por otro lado, las técnicas de PCR-
RFLP (del inglés restriction fragment lenght polymorphysm) representan una alternativa a la 
secuenciación. Permiten detectar los dos tipos de mutaciones más frecuentes en EGFR, las 
deleciones en el exón 19 y la mutación puntual L858R en el exón 21, mediante la distinta longitud 
de los productos de PCR resueltos por electroforesis capilar (Pan et al., 2005). Además, avances 
recientes en técnicas moleculares han permitido el desarrollo de métodos más sensibles para la 
detección de mutaciones mediante PCR cuantitativa en tiempo real a través del empleo de sondas 
específicas (Endo et al., 2005; Zhou et al., 2006) o de la tecnología ARMS [del inglés amplified 
refractory mutation system, (Kimura et al., 2006a)]. Además del conjunto de técnicas basadas en 
ADN y en amplificación por PCR, en los últimos años se han desarrollado anticuerpos específicos 
que reconocen formas mutadas del receptor EGFR, concretamente la deleción de quince 
nucleótidos E746-A750 en el exón 19 y la mutación L858R en el exón 21, permitiendo su 
detección por IHQ (Yu et al., 2009; Kato et al., 2010; Brevet et al., 2010; Kawahara et al., 2010).   
En la siguiente tabla (Tabla 3) se resumen las metodologías que se han detallado 
anteriormente, quedando patente la diversidad que existe actualmente y la aparente falta de 
estandarización (Pao & Ladanyi, 2007). Para las mutaciones en EGFR, y en general para 
cualquiera de las alteraciones genéticas relevantes desde el punto de vista terapéutico, es 
necesario evaluar las propiedades analíticas (especificidad y sensibilidad) de las distintas técnicas,  
así como las posibilidades de aplicarlas en la rutina de un laboratorio de diagnóstico, con el fin de 
determinar cuál es el mejor método para caracterizar la alteración genética, evaluar su valor 
predictivo de respuesta al tratamiento, y emplearlo para seleccionar a los pacientes candidatos a 
recibir una terapia dirigida. 
 
Tabla 3. Métodos empleados para el análisis de mutaciones en el gen EGFR  








Considerando globalmente los diferentes puntos tratados en la presente introducción, 
resulta evidente que, en la actualidad, en cáncer de pulmón, y en general en los distintos tipos de 
tumores, es imprescindible caracterizar todas las posibles alteraciones genético-moleculares 
relevantes. Al establecer su frecuencia real en series clínicas, se pueden identificar los diferentes 
subgrupos de tumores definidos a nivel molecular por cada una de estas alteraciones. Además, en 
el contexto de las terapias dirigidas y de la personalización del tratamiento en cáncer, es necesario 
establecer su valor clínico ya que estas alteraciones pueden representar dianas terapéuticas o 
marcadores predictivos de respuesta o de resistencia a un determinado tratamiento. Asimismo, 
resulta imprescindible disponer de métodos de análisis que permitan el correcto estudio de dichas 
alteraciones genético-moleculares para que la medicina personalizada sea una realidad y se 
puedan caracterizar de forma precisa y reproducible las alteraciones que van a permitir definir la 













































El presente trabajo de tesis se plantea con el objetivo general de profundizar en el 
conocimiento de las principales alteraciones genético-moleculares en NSCLCs en el contexto de 
las terapias dirigidas y la medicina oncológica personalizada.  
Los objetivos concretos son los siguientes: 
 
1. Analizar los perfiles de expresión génica en una serie de NSCLCs mediante microarrays de 
ADNc, con el fin de: 
1.1. Identificar firmas genéticas y marcadores asociados con la histología de los 
NSCLCs que puedan contribuir a mejorar la clasificación anatomopatológica de 
los principales tipos de carcinomas de pulmón. 
1.2. Identificar firmas genéticas y marcadores que puedan correlacionarse con 
alteraciones en genes relevantes para la carcinogénesis pulmonar como EGFR, 
KRAS, TP53 y PIK3CA. 
 
2. Trasladar a la práctica clínica los hallazgos más relevantes del estudio de perfiles de 
expresión génica y del análisis de alteraciones en genes implicados en el desarrollo del 
cáncer de pulmón que sean susceptibles de tratamiento, con dos fines 
2.1. Diagnóstico: 
Analizar el valor de la expresión proteica de P63 determinada mediante IHQ en el 
diagnóstico diferencial de los principales tipos de NSCLCs. 
2.2. Predictivo: 
Estudiar alteraciones genéticas, consideradas dianas terapéuticas o marcadores 
predictivos de respuesta, en los genes EGFR, KRAS, BRAF, PIK3CA, MET e 
IGF-1R en una cohorte de pacientes diagnosticados de NSCLCs, con el fin de: 
2.2.1. Evaluar la frecuencia y el tipo de alteraciones. 
2.2.2. Estudiar el contexto genético-molecular en el que aparecen estas  
alteraciones. 
2.2.3. Evaluar la relación entre las alteraciones genéticas-moleculares   
identificadas con características clínico-patológicas de los tumores. 
 
3. Comparar distintas metodologías para la caracterización de mutaciones en el gen EGFR en 
NSCLCs: secuenciación directa del producto de PCR, PCR cuantitativa en tiempo real e 
IHQ, con el fin de: 
3.1. Evaluar sus propiedades analíticas. 
3.2. Establecer la sensibilidad de cada uno de los métodos en el contexto real de la 
práctica clínica de un laboratorio de diagnóstico. 







































3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 




3.1. ANÁLISIS DE PERFILES DE EXPRESIÓN GÉNICA EN CARCINOMAS DE 
PULMÓN NO MICROCÍTICOS 
 
3.1.1. Selección de casos  
 
 Para la primera parte del trabajo, el análisis de los perfiles de expresión génica, se 
seleccionaron 69 tumores primarios congelados de pacientes diagnosticados de NSCLCs, así 
como tejido pulmonar normal congelado de seis de estos pacientes. La selección se realizó en 
base a la disponibilidad de ARN de calidad. Con el objetivo de validar las observaciones 
derivadas de este estudio se creó una serie independiente con 75 NSCLCs adicionales, fijados en 
formol al 10% e incluidos en parafina (FFPE, del inglés fomalin-fixed paraffin embedded). Las 
muestras fueron proporcionadas, después de conseguir el consentimiento informado de cada 
paciente, por el Banco de Tumores del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO) 
en colaboración con distintos hospitales españoles (Hospital Universitario 12 de Octubre,  
Hospital Universitario Puerta de Hierro, Hospital Virgen de la Arrixaca y Hospital Virgen de la 
Salud).  
 Todas las preparaciones histológicas disponibles de los tumores incluidos en ambas series 
fueron revisadas, de forma independiente, por dos patólogos (Esther Conde, EC, y Fernando 
López-Ríos, FL-R), quienes reevaluaron el diagnóstico anatomopatológico según la última 
clasificación de tumores de pulmón de la OMS (Travis et al., 2004). Las características 
histológicas de los tumores incluidos en el estudio de los perfiles de expresión génica fueron las 
siguientes: 30 (44%) ACs, 36 (52%) SCCs y tres (4%) LCCs. Para los tumores de la serie de 
validación, dichas características fueron: 39 (52%) ACs, 29 (39%) SCCs y siete (9%) LCCs. Las 
características clínico-patológicas recogidas fueron el hábito tabáquico, el sexo, el tamaño 
tumoral, el grado de diferenciación y la afectación ganglionar.  
 
3.1.2. Extracción de ácidos nucleicos 
 
 Antes de proceder a la extracción de ácidos nucleicos, y con el fin de estimar el 
porcentaje de celularidad tumoral, se realizaron y tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E) 
secciones representativas de cada uno de los tumores incluidos en las dos series: la de análisis de 
la expresión génica y la de validación. Para tratar de minimizar la posible influencia en los niveles 
de expresión génica de las células normales acompañantes, los tumores congelados se 
diseccionaron meticulosamente para asegurar que cada caso contuviera al menos un 70% de 
células tumorales. Posteriormente, se cortaron, en función del material disponible, 15-20 
secciones de 10-20 µm de cada muestra.  




 El ADN de las muestras congeladas y parafinadas se obtuvo tras digestión con proteinasa 
K, seguida de extracción con fenol-cloroformo, según protocolos previamente descritos 
(Fernández et al., 2004; Conde et al., 2006). En el caso de los tumores parafinados, antes de 
proceder a la digestión, fue necesario desparafinar los cortes mediante dos lavados con xilol y un 
lavado con etanol absoluto. Por otra parte, para la extracción de ARN a partir de las muestras 
congeladas se utilizó TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El ARN extraído se purificó a 
continuación con el kit RNeasy mini (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), siguiendo las 
indicaciones del fabricante y protocolos previamente descritos (Tracey et al., 2002; Fernández et 
al., 2004).  
 Una pequeña alícuota del ADN y del ARN extraídos de cada muestra se reservó para su 
cuantificación en un espectrofotómetro NanoDrop. Los ratios A260/A280 y  A260/A230 se registraron 
para verificar la pureza y la calidad de los ácidos nucleicos, respectivamente, considerándose los 
ratios  A260/A280 ~ 1,8 y  A260/A230 ~ 2 como valores de referencia para aceptar la muestra para su 
posterior análisis. Además, en el caso del ARN, su calidad se comprobó mediante visualización 
de las bandas de ARN ribosomal en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes. El ADN 
y el ARN extraídos se conservaron a -80ºC.  
 
3.1.3. Estudio de la expresión génica mediante microarrays 
 
 Para el estudio de los perfiles de expresión génica de los 69 NSCLCs y de los seis tejidos 
de parénquima pulmonar normal se realizó un análisis de microarrays de ADNc, tecnología de 
análisis masivo que permite evaluar de forma simultánea la expresión de miles de genes, 
comparando la abundancia relativa de cada gen en dos ARN de distinta procedencia: muestras 
problema y control. Las muestras problema correspondieron a los 69 NSCLCs y los seis tejidos de 
pulmón normal, y como muestra control se utilizó Universal Human Reference RNA (Stratagene, 
La Jolla, CA, USA).  
Como paso previo a la retro-transcripción de cada ARN a ADNc, se procedió a su 
amplificación según protocolos previamente descritos (Tracey et al., 2002). 2.5µg de ARN 
amplificado, tanto de las muestras problema como de la muestra control, se utilizaron como 
molde para la síntesis de ADNc fluorescente y su posterior hibridación, siguiendo protocolos 
previamente descritos (Tracey et al., 2002; Fernández et al., 2004).  El ADNc de cada una de las 
muestras de los pacientes se marcó con el fluorocromo Cy5, mientras que el ADNc control se 
marcó con Cy3 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Como plataforma de microarrays de 
ADNc se utilizó el CNIO OncoChipTM v.2, un microarray especialmente diseñado para el estudio 
de alteraciones en la expresión génica relacionadas con cáncer, que incluye un núcleo central de 
unos 2500 genes con función molecular conocida e implicados en procesos celulares desregulados 




en cáncer,  junto con genes implicados en la respuesta a drogas, genes específicos de tejido y 
genes controles hasta sumar un total de unos 9000 genes aproximadamente.   
 Tanto el análisis de las señales fluorescentes como su cuantificación se realizaron con el 
programa GenePix 5.0 (Axon Instruments Inc., Union City, CA, USA). La relación entre las 
señales fluorescentes Cy5 y Cy3 para cada una de las muestras fueron normalizadas con la 
herramienta DNMAD (Vaquerizas et al., 2004). El programa GEPAS se utilizó para procesar los 
datos normalizados y transformados a escala semilogarítmica (Tracey et al., 2002; Herrero et al., 
2003). Antes de proceder con el análisis bioinformático, se calculó la media de expresión de 
aquellos genes que aparecían replicados en el array, y cualquier gen sin datos de expresión en más 
del 10% de las muestras analizadas fue excluido del análisis posterior. Tras este cribado, un total 
de 7935 genes pudieron ser sometidos al análisis bioinformático. Los programas SOTARRAY y 
GeneCluster/TreeView fueron utilizados para la clasificación de las muestras y para la 
visualización de los perfiles de expresión, respectivamente. A la hora de analizar los datos de 
expresión se siguieron dos aproximaciones. Por un lado, con el objetivo de determinar si había 
alguna evidencia que explicara la agrupación de las muestras en función de los perfiles de 
expresión génica, se sometieron a un análisis no supervisado, utilizando como método de 
agrupación jerarquizada el método complete-linkage. Tras excluir los genes que mostraban una 
variación menor de tres veces en sus niveles de expresión a lo largo de las muestras, se realizó 
una agrupación jerarquizada de los 69 tumores y de los seis tejidos normales en base a los perfiles 
de expresión de los 1075 transcritos más variables. Por otro lado, mediante un análisis 
supervisado, se trataron de identificar los genes relevantes para diferenciar subgrupos de tumores 
definidos por sus características histológicas o sus alteraciones genéticas. Estas posibles 
asociaciones fueron evaluadas mediante un análisis t-test, empleando 200000 permutaciones para 
computar el nivel de significación, y tomando como referencia a la hora de establecer dicho nivel 
la tasa de falsos positivos (FDR, del inglés false discovery rate) (Qian & Huang, 2005). Los genes 
diferencialmente expresados fueron clasificados funcionalmente en base a una búsqueda 
exhaustiva en las bases de datos PubMed y GeneOntology. 
 
3.1.4. Análisis de mutaciones 
 
Con el objetivo de conocer el estado mutacional de genes implicados en la carcinogénesis 
pulmonar, se realizó un análisis de mutaciones mediante secuenciación directa del producto de 
PCR en todos los NSCLCs incluidos en las series de microarrays y de validación. Los genes 
evaluados fueron los siguientes: LKB1, también conocido como STK11, (exones 1-9), KRAS (exón 
2), TP53 (exones 5-8), EGFR (exones 18-21), BRAF (exones 11 y 15) y PIK3CA (exones 9 y 20). 
Para la amplificación y secuenciación de los genes LKB1, KRAS, TP53 y EGFR, se utilizaron 
primers (cebadores) previamente descritos (Fernández et al., 2004; Conde et al., 2006). En el caso 




de los genes PIK3CA y BRAF, la secuencia de nucleótidos de los primers utilizados se detalla en la 
siguiente tabla (Tabla 4). En base a lo descrito en la literatura, el análisis de mutaciones en los 
genes EGFR, KRAS, BRAF y LKB1 se realizó únicamente en los ACs, mientras que el análisis de 
los genes TP53 y PIK3CA se realizó en la serie completa. 
 
Tabla 4. Primers utilizados en el estudio mutacional de los genes PIK3CA y BRAF 
 
F: primer directo, del inglés forward. R: primer reverso, del inglés reverse. 
 
Todas las reacciones de PCR se hicieron por duplicado y las reacciones de secuenciación 
se realizaron tanto en dirección directa como reversa según protocolos previamente descritos 
(Fernández et al., 2004; Conde et al., 2006). Los electroferogramas se analizaron de forma visual y 
cualquier alteración genética identificada se confirmó por secuenciación de un producto de PCR 
independiente.  
 
3.1.5. PCR cuantitativa en tiempo real 
 
 Tras comparar los perfiles de expresión génica de tumores portadores o no de alteraciones 
en los genes EGFR, TP53 y PIK3CA, se seleccionaron algunos genes que, por sus diferencias de 
expresión en ambos grupos, podrían ser relevantes para diferenciar subgrupos de tumores 
definidos por la presencia o ausencia de dichas alteraciones genéticas. Los genes seleccionados 
fueron PRODH, CDH3 y PIK3CA, respectivamente, y para confirmar las diferencias observadas 
en su expresión se utilizó la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real. En un primer paso, el 
ARN total, tratado con la nucleasa RNase-free DNase I (Qiagen), de cada una de las muestras 
incluidas en la serie de microarrays fue retrotranscrito con el enzima Superscript II RNase H- 
Reverse Transcriptase (Invitrogen), siguiendo las especificaciones del fabricante. Los niveles de 
ARN mensajero se midieron por PCR cuantitativa en tiempo real mediante el método de la curva 
estándar y se utilizó Sybrgreen (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) como fluoróforo 
para la detección de los productos de PCR. La amplificación se realizó por triplicado utilizando el 
ABI Prism 7900 Sequence Detector (Applied Biosystems Inc.). Como control interno para la 




normalización de los niveles de expresión, se utilizó el mensajero del gen TBP, que codifica la 
proteína de unión a la región promotora TATA.  
Las secuencias de los primers empleados en el análisis por PCR cuantitativa en tiempo 
real se detallan en la siguiente tabla (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Primers utilizados en la confirmación, por PCR cuantitativa en tiempo real, de 
diferencias en la expresión génica identificadas en el análisis de microarrays 
 
F: primer directo, del inglés forward. R: primer reverso, del inglés reverse. 
 
3.1.6. Construcción de matrices tisulares  
 
 Con el objetivo de validar algunas de las observaciones derivadas del análisis de los 
perfiles de la expresión génica, se construyeron tres matrices titulares (TMA, del inglés tissue 
microarray) con los 75 NSCLCs parafinados, siguiendo para ello el protocolo previamente 
descrito (Conde et al., 2006). Dos patólogos (EC y FL-R) revisaron secciones representativas de 
estos tumores y seleccionaron tres áreas en cada muestra, evitando aquéllas con necrosis, 
inflamación o queratinización. Como controles, se incluyeron tejido normal de pulmón y otros 
carcinomas (mama y riñón).  
 
3.1.7. Análisis inmunohistoquímico  
 
 Para validar las alteraciones relevantes en los niveles de expresión génica observadas en el 
estudio de microarrays, se valoró por IHQ la expresión de diversas proteínas en los TMAs 
construidos. Los anticuerpos utilizados, sus clones, diluciones y casas comerciales se detallan en la 
Tabla 6.  
El estudio inmunohistoquímico se realizó siguiendo protocolos previamente descritos 
(Conde et al., 2006). Para la inmunodetección de los anticuerpos P63, DSC3, EGFR y HER2 se 
utilizó el método de visualización DAKO EnVision (DAKO), mientras que el método empleado 
para la visualización de P53 fue LSAB (labelled-streptavidin-biotin) (DAKO).  Con ambos 




métodos se empleó peroxidasa como enzima, y 3’-3’-diaminobencidina (DAB) como cromógeno-
sustrato. Todas las secciones se contratiñeron con hematoxilina. 
 




 La valoración de todas las preparaciones fue realizada por dos patólogos (FL-R y Ana 
Suárez, AS) de forma independiente y sin conocimiento previo de las características clínicas e 
histológicas de los tumores. Para la evaluación de EGFR y HER2 se siguieron criterios 
previamente descritos (Conde et al., 2006), mientras que para el resto de marcadores 
seleccionados, los criterios fueron los siguientes:  
 
• P63: se establecieron tres categorías según la intensidad de la tinción nuclear, negativa (0), 
de leve a  moderada (1) e intensa (2) (Pelosi et al., 2002). 
• DSC3: la tinción IHQ se consideró como negativa (0) o positiva (1) cuando <10% o >10% 
de las células tumorales, respectivamente, fueron inmunorreactivas.  
• P53: la tinción IHQ se consideró como negativa (0) o positiva (1) cuando <10% o >10% 
de las células tumorales, respectivamente, mostraban expresión nuclear (Quinlan et al., 
1992). 
 
3.1.8. Hibridación in situ fluorescente  
 
 En el presente estudio se realizó un análisis de FISH para detectar la amplificación del gen 
PIK3CA. Para ello, se utilizaron dos sondas (RP11-466H15 y RP11-245C23) que mapean el gen 
PIK3CA y la región genómica adyacente (3q26), y una sonda control (RP11-165J16) localizada en 
las proximidades del centrómero del cromosoma 3. Las sondas se elaboraron a partir de BACs (del 
inglés, bacterial artificial chromosomes) obtenidos del BACPAC Resource Center del Children’s 
Hospital Oakland Research Institute (Oakland, CA, USA). Para el marcaje de las dos sondas 
dirigidas contra la región de estudio, se utilizó el fluorocromo Spectrum Orange, mientras que la 




sonda control fue marcada con Spectrum Green (Vysis Inc., Downer’s Grove, IL, USA), utilizando 
para ello el kit CGH nick-translation (Vysis Inc.) y siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
localización de cada una de las sondas empleadas se validó por separado sobre metafases de 
células normales, comprobándose que hibridaban en la región cromosómica indicada.  
 La hibridación se realizó sobre secciones de 4µm, siguiendo el protocolo previamente 
descrito (Conde et al., 2006). Brevemente, las secciones fueron incubadas durante toda la noche a 
56ºC para, a continuación, desparafinarlas con dos lavados de xilol. Después de rehidratarlas, a 
través de una batería de soluciones de etanol con concentración decreciente, se hirvieron en una 
olla a presión en una solución de EDTA 0.1mM durante 10 minutos. A continuación, se incubaron 
con pepsina a 37ºC durante 30 minutos. Los cortes fueron posteriormente deshidratados. Las 
preparaciones y las sondas, pre-incubadas a 37ºC durante 15 minutos en el tampón de hibridación, 
fueron desnaturalizadas a 75ºC durante 2 minutos, para después proceder a su hibridación en una 
cámara húmeda a 37ºC durante toda la noche. Al día siguiente, las preparaciones se lavaron con 
tampón SSC 0.4x y NP-40 0.3%. Para su visualización en un microscopio de fluorescencia, las 
preparaciones fueron teñidas con DAPI (4´,6´-diamino-2-fenilindol diclorhidrato). 
 El análisis de FISH se llevó a cabo sin conocimiento previo de las características genéticas 
o la naturaleza clínica de las muestras. Las señales fluorescentes se evaluaron en cada caso 
mediante la cuantificación del número de señales rojas, debidas a copias únicas del gen PIK3CA y 
su región genómica adyacente, y del número de señales verdes, debidas a la sonda control. El 
contaje se realizó en una media de 180 (100-260) núcleos bien definidos. El incremento en el 
número de copias y la amplificación génica se definieron por la presencia de 5-7 copias o de más 
de 7 copias del gen PIK3CA, respectivamente.  
 
3.1.9. Análisis estadístico 
 
 Para comparar la posible relación entre los niveles de expresión génica y las características 
histológicas o moleculares de los tumores analizados, se utilizó el test exacto de Fisher, en el caso 
de que las variables fueran cualitativas, o el análisis t-test, si se trataba de comparar variables 
cualitativas y cuantitativas. El nivel de significación estadística se estableció en p <0.05.  
 
3.2. ESTUDIO DE DIANAS TERAPÉUTICAS Y MARCADORES PREDICTIVOS EN 
CARCINOMAS DE PULMÓN NO MICROCÍTICOS 
 
3.2.1. Selección de casos 
 
 Esta segunda parte del trabajo, el estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos 
en cáncer de pulmón, se realizó en una serie independiente a las dos anteriores. En dicha cohorte 




se incluyeron 230 pacientes diagnosticados de NSCLCs en estadios I-II, sometidos a resección 
completa en el Hospital Universitario 12 de Octubre entre los años 1993 y 2003. El Departamento 
de Anatomía Patológica de dicho hospital proporcionó muestras parafinadas de cada caso tras 
obtener el consentimiento informado de cada uno de los pacientes. El seguimiento clínico de estos 
pacientes se prolongó desde el momento del diagnóstico hasta marzo del año 2011. 
 De la misma manera que en las series incluidas en el estudio de los perfiles de expresión 
génica, todas las preparaciones histológicas disponibles de los tumores fueron revisadas de forma 
independiente por dos patólogos (EC y FL-R), quienes reevaluaron el diagnóstico 
anatomopatológico según la última clasificación de tumores de pulmón de la OMS (Travis et al., 
2004). Las características histológicas de los tumores incluidos en esta serie fueron las siguientes: 
65 (28.3%) ACs, 144 (62.6%) SCCs, 20 (8.7%) LCCs y un (0.4%) carcinoma neuroendocrino de 
células grandes (LCNEC, del inglés large cell neuroendocrine carcinoma). Las características 
clínico-patológicas recogidas fueron las siguientes: sexo, edad, hábito tabáquico, fecha del 
diagnóstico, fecha y tipo de cirugía, grado de diferenciación, tamaño tumoral, estadio, pTNM, 
recidiva, método de diagnóstico de la recidiva y localización, supervivencia libre de progresión 
(calculada a partir del momento del diagnóstico hasta la recidiva), fecha del último seguimiento y 
estado del paciente en ese momento, y supervivencia global (calculada a partir del momento del 
diagnóstico hasta la muerte del paciente o la última fecha de contacto).  
 
3.2.2. Reclasificación histológica 
 
 Con el objetivo de tratar de reducir el número de LCCs de la serie empleada en el estudio 
de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en NSCLCs, se procedió a analizar la expresión 
proteica por IHQ de dos marcadores en cada tumor: P63 y TTF1. El análisis se realizó sobre 
secciones completas de 4µm siguiendo protocolos previamente descritos (Conde et al., 2006). Los 
anticuerpos utilizados, sus clones, diluciones y casas comerciales se detallan en siguiente tabla 
(Tabla 7).  
 
Tabla 7. Anticuerpos utilizados en la reclasificación histológica de los LCCs 
incluidos en el estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en NSCLCs 
 
*El anticuerpo monoclonal anti-P63 clon A4A permite valorar la expresión total de P63 al 
reconocer las seis isoformas de la proteína (TAp63α, TAp63β, TAp63γ, ∆Np63α, ∆Np63β, 
∆Np63γ). 
 




Tras la incubación con el anticuerpo correspondiente, se empleó el método de 
visualización DAKO EnVision (DAKO) para la inmunodetección, utilizándose peroxidasa como 
enzima y DAB como cromógeno-sustrato. Finalmente, todas las secciones se contratiñeron con 
hematoxilina. La valoración de todas las preparaciones fue realizada, de forma independiente, por 
dos patólogos (EC y FL-R), utilizando para ello puntos de cortes ya establecidos. En ambos casos, 
sólo se valoró la tinción nuclear intensa. 
 
• P63: la tinción IHQ se consideró negativa y positiva cuando estaba presente en <50% o 
>50% de las células tumorales, respectivamente (Wu et al., 2003).  
• TTF1: la tinción IHQ se consideró positiva si estaba presente en >5% de las células 
tumorales, y negativa en caso contrario (Tan et al., 2003). 
 
Además, para todos los LCCs con morfología neuroendocrina, se confirmó dicha 
diferenciación con los anticuerpos CD56 (clon 123C, dilución 1:50; DAKO) y sinaptofisina (clon 
SY38, dilución 1:25; DAKO). 
 
3.2.3. Extracción de ácidos nucleicos 
 
 Antes de proceder a la extracción de ADN, se realizaron y tiñeron con H&E secciones 
representativas de los tumores para su revisión por dos patólogos (EC y FL-R), quiénes evaluaron 
el porcentaje de celularidad tumoral.  
La extracción de ADN se realizó según protocolos previamente descritos (Angulo et al., 
2010). Resumiendo, de cada uno de los tumores incluidos en la serie, se realizaron, por duplicado, 
entre 15-20 cortes a 15µm. Los cortes fueron desparafinados con dos lavados de xilol y uno de 
etanol absoluto antes de proceder a su digestión con proteinasa K.  La extracción de ADN se 
realizó, siguiendo las indicaciones del fabricante, con el kit QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen) 
de forma automatizada en el robot QIAcube (Qiagen). El volumen de elución se fijó en 50µl con 
el objetivo de asegurar una adecuada concentración de ADN para los estudios moleculares. De 
forma similar al protocolo seguido con las muestras incluidas en el análisis de la expresión génica, 
tras la extracción de ADN se procedió a su cuantificación mediante medida de absorbancia en un 
espectofotómetro NanoDrop. El ADN extraído se conservó a -80ºC. 
 
3.2.4. Análisis de dianas terapéuticas y marcadores predictivos 
 
 La selección de los marcadores a incluir en el presente estudio se realizó en base a una 
revisión exhaustiva de la literatura. Se analizaron aquellas alteraciones genéticas que han sido 




identificadas en cáncer de pulmón, estudiando cada una de ellas en el tipo o tipos histológicos 
donde han sido descritas con más frecuencia. Además todas las alteraciones se seleccionaron por 
su relevancia desde el punto de vista terapéutico en base a la eventual disponibilidad de fármacos 
dirigidos, aprobados o en fase de desarrollo.  
Los marcadores analizados, los criterios para su selección, así como la metodología 
empleada para la caracterización de sus alteraciones y el tipo histológico de los tumores sobre los 
que se ha realizado cada estudio se resumen en la siguiente tabla (Tabla 8).   
 




PCR: reacción en cadena de la polimerasa, FISH: hibridación in situ fluorescente, SISH: hibridación in situ 
con plata, IHQ: inmunohistoquímica. 
 
La metodología seguida para el estudio de cada uno de los marcadores se describe en 
detalle a continuación, agrupándolos por el tipo de alteración que presentan.  
  
3.2.4.1.   Estudio de alteraciones de secuencia  
 
 El estudio de mutaciones en los genes EGFR (exones 18-21), KRAS (exón 2), BRAF 
(exones 11 y 15), y PIK3CA (exones 9 y 20) se realizó por PCR seguida de secuenciación 
automática siguiendo protocolos previamente descritos (Fernández et al., 2004; Conde et al., 
2006), y según la metodología empleada en el estudio de los perfiles de expresión génica, que se 
ha detallado con anterioridad en el presente trabajo.  
 




3.2.4.2.   Estudio de alteraciones en el número de copias  
 
 El estudio de la amplificación del gen PIK3CA en esta serie de tumores se realizó por 
FISH utilizándose la sonda comercial Repeat-FreeTM PoseidonTM hTERC (3q26)/3q11 Control 
Probe (Kreatech, Amsterdam, the Netherlands). Esta sonda está diseñada como un ensayo dual 
para detectar amplificación en la región cromosómica 3q26 e incluye una sonda control dirigida 
contra el centrómero del cromosoma 3. Como controles de la especificidad de la sonda se 
emplearon tumores con y sin amplificación de PIK3CA pertenecientes a la serie previa sobre la 
que se ha realizado el estudio de la expresión génica mediante microarrays. 
Para la realización de la técnica se utilizó el kit DAKO Histology FISH Accessory 
(DAKO), introduciendo  pequeñas modificaciones a las indicaciones del fabricante (Tubbs et al., 
2007).  Secciones completas de 4µm de cada tumor se mantuvieron en estufa a 56ºC durante toda 
la noche para, a continuación, desparafinarlas con dos lavados de xilol, y rehidratarlas a través de 
una batería de soluciones de etanol de concentración decreciente. A continuación, las 
preparaciones fueron sometidas a un pre-tratamiento, con la solución correspondiente del kit, en 
baño a 97ºC durante 10 minutos. La digestión enzimática se realizó con la solución Ready-to-Use 
Pepsin durante 6 minutos a 37ºC. Finalmente, las preparaciones se deshidrataron con soluciones 
de etanol de concentración creciente. Las condiciones de hibridación fueron las siguientes: 
desnaturalización de la sonda y tejido a 80ºC durante 15 minutos, e hibridación durante 24 horas a 
37ºC en un hibridador. Al día siguiente, las preparaciones se lavaron con tampón de lavado 
Strigent Wash Buffer en baño a 65ºC durante 10 minutos. Por último, las preparaciones fueron 
teñidas con DAPI para su visualización en un microscopio de fluorescencia. 
 El análisis del número de copias de PIK3CA mediante FISH se llevó a cabo sin 
conocimiento previo de las características genéticas o la naturaleza clínica de las muestras. En 
primer lugar, las preparaciones se visualizaron en el objetivo de 100x para identificar las áreas 
adecuadas para la valoración. Las señales fluorescentes se evaluaron en cada caso mediante la 
cuantificación del número de señales rojas, debidas a copias únicas de la región cromosómica 
cubierta por la sonda hTERC, y de señales verdes, debidas a la sonda control, en un total de 20 
núcleos bien definidos repartidos en dos áreas diferentes, calculándose el número medio de copias 
de PIK3CA y de copias centroméricas en cada tumor. El punto de corte para definir la 
amplificación génica de PIK3CA se estableció en ratio PIK3CA/CEP3 >2, siendo dicho ratio la 
relación entre el número de señales del gen y el número de señales centroméricas. Asimismo, 
considerando el total de tumores evaluados, se calculó la media del número de copias de PIK3CA 
y de copias centroméricas. 
 El estudio de la amplificación del gen MET se llevó a cabo con la nueva técnica de 
hibridación in situ dual con plata (SISH, del inglés silver in situ hibridization), dentro de un 
programa “early access to technology”, de Ventana Medical Systems Inc. (Tucson, AZ, USA), en 




el que participó el Laboratorio de Dianas Terapéuticas. Para ello se utilizaron la sonda comercial 
INFORM MET DNA PROBE (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), que mapea el 
gen MET y la región genómica adyacente (7q21-q31), y la sonda control INFORM Chromosome 
7 (Roche Diagnostics), dirigida contra la región centromérica de dicho cromosoma.  
La hibridación se realizó sobre secciones completas de 4µm siguiendo los protocolos 
establecidos por la casa comercial. El procedimiento experimental completo, que incluye 
desparafinado, pretratamiento, hibridación, lavado, detección y contra-tinción, se realizó de forma 
automatizada en la plataforma Ventana Benchmark XT (Ventana Medical Systems Inc.). 
Brevemente, el pre-tratamiento de las preparaciones se realizó con el enzima ISH Protease 3 
durante tres minutos. La sonda MET fue desnaturalizada durante 15 minutos a 95ºC e hibridada a 
56ºC durante 6 horas. Por su parte, y en un segundo paso, la sonda centromérica fue 
desnaturalizada a 95ºC durante 12 minutos e hibridada a 44ºC durante 3 horas. Para la sonda MET 
se realizaron, de forma consecutiva, tres lavados de astringencia a 72ºC durante 8 minutos cada 
uno y, posteriormente, las preparaciones fueron incubadas con el anticuerpo anti-DNP 
(dinitrofenol) durante 20 minutos. A continuación, las preparaciones fueron incubadas con un 
anticuerpo conjugado con enzima peroxidasa durante 16 minutos, para después revelar la señal de 
plata de la sonda MET mediante reacciones secuenciales con el reactivo Silver C durante 4 
minutos. Por su parte, para la sonda control, se realizaron tres lavados de astringencia 
consecutivos a 59ºC durante 8 minutos, cada uno, para, a continuación, proceder a la incubación 
con el anticuerpo anti-DNP durante 20 minutos, y posteriormente, con un anticuerpo conjugado 
con el enzima fosfatasa alcalina durante 12 minutos. La señal centromérica del cromosoma 7 se 
reveló mediante incubación con el reactivo Red ISH Naphtol durante 4 minutos. Finalmente,  las 
preparaciones fueron contrateñidas con Hematoxilin II, durante 8 minutos, y con Bluing reagent 
durante 4 minutos. Como medio de montaje se utilizó Cytoseal.  
 El análisis del número de copias de MET mediante SISH se llevó a cabo sin conocimiento 
previo de las características genéticas o la naturaleza clínica de las muestras. Antes de evaluar las 
señales con el objetivo de 100x,  las preparaciones se visualizaron con los objetivos de 10x y 40x 
para identificar las áreas adecuadas para su valoración. Las señales se evaluaron, en cada caso, 
mediante la cuantificación del número de señales negras, debidas a copias únicas de la región 
cromosómica cubierta por la sonda MET, y de señales rojas, debidas a la sonda control, en un 
total de 20 núcleos bien definidos repartidos en dos áreas diferentes, calculándose el número 
medio de copias de MET y de copias centroméricas en cada tumor. El punto de corte para definir 
la amplificación génica de MET se estableció en ratio MET/CEP7 >2, siendo dicho ratio la 
relación entre el número de señales del gen y el número de señales centroméricas. Asimismo, 
considerando el total de tumores evaluados, se calculó la mediana del número de copias de MET y 
de copias centroméricas. Los casos amplificados por SISH se confirmaron mediante análisis por 
FISH utilizando para ello la sonda comercial Repeat-FreeTM PoseidonTM C-MET (7q31)/SE 7 




(Kreatech), y siguiendo el protocolo previamente descrito para el análisis de la amplificación de 
PIK3CA. De forma similar, el punto de corte para definir la amplificación génica de MET por 
FISH también se estableció en  ratio >2, siendo dicho ratio la relación entre el número de señales 
del gen y el número de señales centroméricas. 
 
3.2.4.3.   Estudio de alteraciones en los niveles de expresión proteica 
 
 El estudio de la expresión proteica de IGF-1R mediante IHQ se realizó con el anticuerpo 
CONFIRM IGF-1R Rabitt Monoclonal Primary Antibody (clon G11, prediluido; Ventana 
Medical Systems Inc., Roche Diagnostics, Mannhein, Germany).  La técnica se realizó sobre 
secciones completas de 4µm.  
La técnica IHQ, incluyendo el desparafinado y la recuperación antigénica, se realizó de 
forma automatizada en la plataforma Benchmark ULTRA (Ventana Medical System Inc.), 
siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando el protocolo de desenmascaramiento cell 
conditioning 1 (CC1) estándar durante 64 minutos.  Las condiciones de incubación del anticuerpo 
fueron 60 minutos a 37ºC. La detección antigénica se realizó con Ultraview Universal DAB 
Detection Kit. Finalmente todas las preparaciones fueron contrateñidas con Hematoxilin II 
seguido de Bluing Reagent, durante 4 minutos, en ambos casos. 
Todas las preparaciones fueron revisadas de forma independiente por dos patólogos (EC y 
FL-R). En base a puntos de cortes ya establecidos (Cappuzzo et al., 2006), a la hora de valorar la 
tinción IHQ se consideraron tanto el porcentaje de células tumorales inmunorreactivas (0-100%) 
como la intensidad de la tinción, estableciéndose cuatro categorías: 1+, ausencia de positividad 
para el anticuerpo; 2+, tinción débil; 3+, tinción moderada; y 4+, tinción intensa. Ambos valores 
se multiplicaron para obtener una puntuación final, comprendida entre 0 y 400, en función de la 
cual se estableció la positividad o negatividad de la expresión de IGF-1R. Como punto de corte se 
consideró el valor de 100, de tal manera que cualquier tinción IHQ de IGF-1R >100 se clasificó 
como positiva. 
 
3.2.5. Análisis estadístico 
 
Se realizó un análisis comparativo entre las alteraciones genéticas y/o moleculares 
identificadas en el estudio de dianas terapeúticas y marcadores predictivos, las características 
clínicas de los pacientes y las características anatomopatólogicas de los tumores. Para la 
comparación entre variables cuantitativas y cualitativas se emplearon el análisis t-test o Anova, en 
función del número de categorías establecidas para cada variable cualitativa. Según procediera, se 
utilizaron en su lugar los tests no paramétricos U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, 
respectivamente. Por otro lado, la posible asociación entre las variables cualitativas se evaluó 




mediante el test de contingencia Chi-Cuadrado, o el test exacto de Fisher, en el caso de que el 
tamaño muestral fuera inferior a cinco en alguna de las categorías. El nivel de significación 
estadístico se estableció en p <0.05. El análisis se realizó con el programa estadístico 
SPSS/PASW versión 18.0 (del inglés Statistical Package for Social Sciences; Chicago, IL, USA). 
Las diferencias en la supervivencia global en función de las alteraciones genéticas y/o 
moleculares identificadas se evaluaron mediante el método Kaplan-Meier, utilizando para ello el 
programa R Development Core Team versión 12.2.2 (http://www.R-project.org/; Viena, Austria). 
Se consideró igualmente el nivel de significación estadística en p <0.05.  
 
3.3. APROXIMACIONES METODOLÓGICAS AL ESTUDIO DE MARCADORES 
PREDICTIVOS EN CÁNCER: ANÁLISIS DE MUTACIONES EN EGFR EN CÁNCER DE 
PULMÓN 
 
3.3.1. Selección de casos 
 
El estudio comparativo de métodos para determinar la presencia de mutaciones en el gen 
EGFR se realizó en una serie clínica prospectiva de 136 tumores FFPE de pacientes 
diagnosticados de NSCLCs en estadio avanzado entre los años 2008 y 2010, tras la obtención del 
correspondiente consentimiento informado. Los tumores fueron proporcionados por el 
Laboratorio de Dianas Terapéuticas del Hospital HM Universitario Sanchinarro. El análisis de 
mutaciones en EGFR se llevó a cabo tras petición por parte del Servicio de Oncología del citado 
hospital. Se dispuso de bloque tisular en todos los casos. Las muestras disponibles para el análisis 
fueron 86 (63%) piezas quirúrgicas, 43 (32%) biopsias broncoscópicas y siete (5%) biopsias con 
aguja gruesa. Las características histológicas de los tumores incluidos en el estudio fueron las 
siguientes: 87 (64%) ACs, 14 (10.3%) SCCs, 32 (23.5%) carcinomas NOS (del inglés, not 
otherwise specified), dos (1.5%) LCNEC y un (0.7%) LCC. 
 
3.3.2. Estudio de mutaciones en EGFR: metodologías 
 
Para realizar el estudio de mutaciones en el gen EGFR se emplearon tres metodologías: 
secuenciación directa del producto de PCR, PCR cuantitativa en tiempo real e IHQ. A 
continuación se describe en profundidad cada una de las técnicas. 
En el caso de los dos métodos basado en PCR fue necesario proceder a la extracción de 
ADN de cada uno de los tumores incluidos en los análisis. Previamente, se realizaron y tiñeron 
con H&E secciones representativas de los tumores para su revisión por dos patólogos (EC y FL-
R), quiénes realizaron el diagnóstico anatomopatológico, y evaluaron el porcentaje de celularidad 




tumoral así como otras características histológicas, como la presencia de inflamación (considerada 
relevante si los linfocitos representaban >10% del tumor, valorados en campo 20x) o de mucina 
extracelular (considerada relevante si suponía >50% del tumor). Con el objetivo de enriquecer el 
porcentaje de celularidad tumoral así como eliminar áreas de necrosis, inflamación o mucina 
extracelular, se realizó, en función del material disponible para el estudio mutacional, 
macrodisección de los tumores siguiendo protocolos previamente descritos (Angulo et al., 2010). 
La extracción de ADN se realizó según protocolos ya descritos (Angulo et al., 2010), y la 
metodología empleada en el estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos, que se ha 
detallado con anterioridad en el presente trabajo.  
 
3.3.2.1. Estudio de mutaciones en EGFR mediante secuenciación directa del 
producto de PCR 
 
La presencia de mutaciones en el gen EGFR (exones 18-21) se determinó, en primer 
lugar, mediante secuenciación directa del producto de PCR siguiendo protocolos previamente 
descritos (Conde et al., 2006), y según la metodología empleada en el estudio de los perfiles de 
expresión génica y en el estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en NSCLCs, que 
se ha detallado con anterioridad en el presente trabajo.  
 
3.3.2.2.   Estudio de mutaciones en EGFR mediante PCR cuantitativa en tiempo real 
 
Como segundo método, se utilizó el kit Therascreen EGFR Mutation Test (Qiagen 
Manchester Ltd., Manchester, UK), que está diseñado para la detección de 29 de las mutaciones 
más frecuentes en EGFR: 19 deleciones en el exón 19, tres inserciones en el exón 20 y las 
mutaciones puntuales G719X (exón 18), S768I y T790M (exón 20), y L858R y L861Q (exón 21). 
El kit combina dos tecnologías: ARMSTM (Astrazeneca) y ScorpionsTM (Qiagen Manchester Ltd.) 
para la detección de mutaciones mediante PCR cuantitativa en tiempo real (Newton et al., 1989; 
Whitcombe et al., 1999; Thelwell et al., 2000). La amplificación específica de alelo se consigue 
mediante la tecnología ARMS, que se basa en el empleo de un primer diseñado específicamente 
para ser complementario de la secuencia mutada y no de la secuencia wild-type, de tal manera que 
sólo en presencia de la mutación se producirá la unión entre primer y secuencia diana y tendrá 
lugar la amplificación del producto de PCR. La tecnología Scorpions, por su parte, permite 
detectar la amplificación del producto de PCR a través del incremento de la fluorescencia. El kit 
dispone de ocho ensayos diferentes, uno control para evaluar la calidad y cantidad del ADN 
analizado, y siete para detectar los diferentes tipos de mutaciones cubiertas por el kit (deleciones, 
inserciones y cada una de las cuatro mutaciones puntuales). 




La amplificación se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante en la plataforma ABI 
Prism 7300 (Applied Biosystems). El análisis de los resultados se basó en el cálculo de la 
diferencia de Cts, ∆Ct, (del inglés, cycle threshold) entre el ensayo de la mutación 
correspondiente y el ensayo control, quedando definido el Ct como el ciclo de PCR a partir del 
cual se produce un incremento significativo de la señal de fluorescencia por encima del ruido de 
fondo. De esta manera, una muestra se clasificaría como mutada o wild-type para una de las 
mutaciones cubiertas por el kit en función de si dicho valor ∆Ct queda por debajo o por encima 
del punto de corte establecido en los parámetros analíticos del kit.  
 
3.3.2.3.   Estudio de mutaciones en EGFR mediante inmunohistoquímica 
 
La presencia de mutaciones en los exones 19 y 21 del EGFR también se estudió mediante 
IHQ, empleando para ello dos anticuerpos que reconocen específicamente algunas de las formas 
mutadas del receptor EGFR (Yu et al., 2009). Uno de los anticuerpos está dirigido frente a la 
deleción de 15 nucleótidos E746-A750 en el exón 19 (clon 6B6, dilución 1:25; Cell Signaling 
Technology Inc., Danvers, MA, USA) y el otro detecta específicamente la mutación puntual 
L858R en el exón 21 (clon 43B2, dilución 1:100; Cell Signaling Technology Inc.). La técnica se 
realizó sobre secciones completas de 4µm, de forma automatizada en la plataforma Benchmark 
XT (Ventana Medical System Inc.), según las indicaciones del fabricante. Los protocolos de 
desenmascaramiento utilizados fueron CC1 estándar durante 60 minutos, y CC1 suave durante 30 
minutos, respectivamente. Las condiciones de incubación fueron 32 minutos a temperatura 
ambiente, para el anticuerpo dirigido contra la deleción del exón 19, y 92 minutos a 37ºC, para el 
anticuerpo dirigido contra la mutación puntual en el exón 21. La detección antigénica en ambos 
casos se realizó con Ultraview Universal DAB Detection Kit. Finalmente todas las preparaciones 
fueron contrateñidas con Hematoxilin II seguido de Bluing Reagent, durante 4 minutos, en ambos 
casos.  
La valoración de todas las preparaciones fue realizada por dos patólogos (EC y FL-R), de 
forma independiente y sin tener en consideración el estatus mutacional de EGFR establecido por 
cualquiera de los métodos anteriores. En base a puntos de corte ya establecidos (Brevet at al., 
2010; Kawahara et al., 2010), se establecieron los siguientes criterios de valoración. En el análisis 
de la expresión de ambos anticuerpos se consideraron tanto la intensidad de la tinción 
citoplasmática y/o membranosa, como el porcentaje de células tumorales inmunorreactivas. Para 
la valoración de la intensidad se establecieron cuatro categorías: 0, en ausencia de positividad 
para el anticuerpo o si la tinción era débil y estaba presente en <10% de las células tumorales; 1+, 
si la tinción era débil y estaba presente en >10% de las células tumorales; 2+, si las células 
tumorales presentaban una tinción moderada; y 3+, si las células tumorales presentaban una 




tinción intensa. De esta manera, las categorías 0 y 1+ se clasificaron como negativas y las 
categorías 2+ y 3+ se clasificaron como positivas.  
 
3.3.3. Estudio de sensibilidad 
 
Finalmente, tras la realización del análisis genético y utilizando todos los tumores 
mutantes para EGFR con ADN disponible, se evaluó la sensibilidad de los dos métodos basados 
en PCR. Para ello, se seleccionaron parejas de tumores con y sin mutaciones en EGFR, que 
tuvieran un porcentaje de celularidad tumoral similar y cuyo rendimiento en la extracción de 
ADN, en términos de cantidad y calidad, fuera comparable. En base a la experiencia previa 
(Angulo et al., 2010), se realizaron diluciones seriadas del ADN extraído de cada tumor mutante 
en ADN extraído de un tumor sin mutación, hasta que la proporción relativa de ADN mutante con 
respecto al ADN total a analizar representara el 1%, 3% y 5%, para su análisis con el kit 
Therascreen EGFR Mutation Test, y el 10%, 20%, 25% y 30%, para su análisis por secuenciación 
directa.  
Para valorar la sensibilidad y la especificidad de los anticuerpos empleados en el análisis 
de mutaciones por IHQ, se compararon los resultados obtenidos con los de los métodos basados 
en PCR. 
 
A modo de recapitulación, en la siguiente figura (Figura 4) se resume la metodología 
seguida en el desarrollo del presente trabajo. En ella se diferencian las dos etapas en las que se 
divide el trabajo: una primera etapa de descubrimiento en la que se ha realizado un estudio de 
perfiles de expresión génica; y una segunda etapa de traslado a la clínica en la que se ha realizado 
un estudio de alteraciones genéticas relevantes desde el punto de vista terapéutico para los 
carcinomas de pulmón, y un estudio comparativo de metodologías para el estudio de mutaciones 
en el gen EGFR. Asimismo quedan definidas las características de los tumores incluidos en las 
diferentes series sobre las que se ha realizado cada uno de los estudios, los métodos empleados y 
los marcadores analizados conforme a los objetivos planteados en cada caso. 
 























































4.1. ANÁLISIS DE PERFILES DE EXPRESIÓN GÉNICA EN CARCINOMAS DE 
PULMÓN NO MICROCÍTICOS 
 
4.1.1. Análisis no supervisado: estudio de la agrupación de los tumores en función 
de los perfiles de expresión génica 
 
Para analizar cómo se agrupan las muestras incluidas en el estudio de microarrays en 
función de sus perfiles de expresión génica se realizó un análisis no supervisado, empleando para 
ello los 1075 genes que mostraron una mayor expresión diferencial en los seis tejidos de pulmón 
normal y los 69 tumores de pacientes diagnosticados de NSCLC. En la Figura 5 se representa el 
dendrograma obtenido tras el análisis no supervisado de los datos de expresión. En él se muestra 
la agrupación de las muestras en base a las similitudes en los niveles de expresión de los genes 
analizados. Asimismo, se indican las características clínicas de los pacientes y de los tumores 
tales como el sexo, el hábito tabáquico, la histología, el tamaño tumoral, el grado de 
diferenciación, la afectación ganglionar y el estado mutacional para los genes seleccionados 
(KRAS, EGFR, LKB1 y TP53).  
 
 
Figura 5. Análisis no supervisado: agrupación de los tumores en función de los perfiles de expresión 
génica. Dendrograma que resulta del análisis no supervisado de los 69 tejidos tumorales y los seis tejidos 
normales de pulmón utilizando los perfiles de expresión de los 1075 transcritos más desregulados. Los tejidos 
normales se destacan en rojo. Las características de los pacientes y las características histopatológicas y genéticas 
de los tumores también aparecen indicadas. Los colores se corresponden con la siguiente leyenda: GRIS 
(ausencia de dato);  AZUL OSCURO (mujer, no fumador, carcinoma epidermoide, tumor pobremente 
diferenciado, tamaño tumoral T2-T3, afectación ganglionar (N1-N2) y presencia de mutaciones en el gen 
indicado); AZUL CLARO (hombre, fumador, adenocarcinoma, tumor bien diferenciado, tamaño tumoral T1, sin 
afectación ganglionar y ausencia de mutaciones en el gen indicado); AZUL MEDIO (carcinoma de células 
grandes, tumor moderadamente diferenciado y tamaño tumoral T4). 
 
Con respecto a las alteraciones genéticas y teniendo en cuenta el grupo de tumores en los 
que se analizaron cada uno de los genes, la frecuencia de mutaciones encontrada en la serie fue la 
siguiente: 3/30 (10%) para EGFR, 41/69 (59%) para TP53, y 9/30 (30%), para KRAS, no 
encontrándose, en cambio,  ninguna mutación en el gen BRAF. Por su parte, la baja frecuencia de 





la mayoría de los tumores mutantes para LKB1 disponibles para su estudio se incluyeron en un 
análisis previo realizado con el objetivo de caracterizar la firma genética de los ACs portadores de 
alteraciones en dicho gen (Fernández et al., 2004).  
En el dendrograma se observa una clara separación de los tumores en dos ramas según su 
tipo histológico, una rama que incluyó a la mayoría de los ACs y otra, al grueso de los SCCs 
(Figura 5). Así, en la rama de la derecha se agruparon 29 de los 30 ACs incluidos en la serie, 
además de los tres LCCs y ocho SCCs. Todos los tejidos no tumorales, excepto uno, quedaron 
incluidos en un mismo grupo dentro de la rama de los ACs. La revisión histológica de dicho tejido 
reveló un intersticio engrosado por la presencia de infiltrado inflamatorio y con hiperplasia 
alveolar, alteraciones que podrían justificar su separación del resto de tejidos normales. Dentro de 
la relativa heterogeneidad de esta rama del dendrograma, destaca que los tres ACs con mutaciones 
en el gen EGFR forman un grupo definido dentro de los ACs bien diferenciados. Por otra parte, la 
rama de la izquierda del dendrograma mostró una elevada homogeneidad en la medida que la 
mayoría de los SCCs incluidos en el estudio se agruparon en ella (28/36, 78%). No se observó una 
agrupación clara en ninguna de las ramas de tumores de acuerdo con el género, el hábito 
tabáquico, el tamaño tumoral, el grado de diferenciación, la afectación ganglionar las alteraciones 
genéticas distintas de las mutaciones en el gen EGFR. 
 
4.1.2. Análisis supervisado I: estudio de firmas genéticas asociadas con la histología 
de los carcinomas de pulmón no microcíticos 
 
Para identificar genes que mostraran una expresión diferencial entre los dos tipos 
histológicos más frecuentes dentro de estos NSCLCs y que, por tanto, pudieran considerarse 
marcadores asociados con la histología de los carcinomas de pulmón, se realizó un análisis 
supervisado comparando los perfiles de expresión génica de ACs (n=30) y SCCs (n=36). Tras la 
realización de este análisis se identificaron 193 genes diferencialmente expresados (FDR <0.0005, 
Anexo B). Para seleccionar los genes a estudiar en mayor profundidad, se consideraron los 
siguientes criterios: (1) genes que mostraran una expresión homogénea dentro de cada tipo 
histológico, y (2) genes que presentaran una relación entre la expresión en ambos grupos del 
orden de >4 o <0.25. Siguiendo estos criterios, el número de genes con una marcada expresión 
diferencial entre ACs y SCCs se redujo a 28 (Tabla 9 y Figura 6).  
Tal y como se indica en la Tabla 9, la firma genética de los SCCs estaba constituida por 
23 genes, que muestran una expresión significativamente mayor en este tipo histológico en 
comparación con la presentada por los ACs. Globalmente, los SCCs se caracterizaron por 
presentar altos niveles de expresión de genes implicados en los procesos de detoxificación y anti-
oxidación (GPX2, UGT1A6 o ALDH3A1, entre otros), genes como DSC3 y PKP1, que codifican 




epidermoide, o como TP73L/P63, que codifica un factor de transcripción que juega una papel 
esencial en el desarrollo y el mantenimiento de los epitelios estratificados, por lo que también es 
considerado un marcador de diferenciación epidermoide. 
 
Tabla 9. Genes diferencialmente expresados con un ratio >4 o <0.25 (t-test) y un FDR < 0.0005 que 
permiten la distinción entre SCCs y ACs.  
 
 
Se indica el nivel medio de expresión de los genes seleccionados en cada tipo histológico y en pulmón normal 
(N), así como la relación entre su expresión en ambos grupos (SCC versus AC). 
ND: sin datos de expresión. 
 
 
Figura 6. Análisis supervisado: identificación de marcadores asociados 
con la histología de los NSCLCs. Representación de la agrupación de los 
tumores en base a los niveles de expresión de los genes que mostraron 
mayores diferencias de expresión entre SCCs y ACs. La escala refleja la 





Con el objetivo de validar las diferencias observadas en la expresión génica relacionadas 
con la histología de los ACs y los SCCs, se seleccionaron, en base a la disponibilidad de 
anticuerpos comerciales, los marcadores DSC3, TP73L/P63 (P63) y HER2 para su análisis por 
IHQ en la serie independiente de 75 NSCLCs. Asimismo se valoró la expresión de las proteínas 
EGFR y P53. Los resultados del análisis inmunohistoquímico de estos marcadores se resumen en 
la siguiente tabla (Tabla 10). Como puede observarse, se encontró una fuerte correlación entre el 
tipo histológico epidermoide y la expresión de las proteínas DSC3 (Figura 7) y P63. Por su parte, 
la expresión de P53 también se asoció con este tipo histológico, además de con la presencia de 
mutaciones en el gen TP53. Otra de las observaciones destacadas fue la mayor expresión de 
EGFR en los SCCs, mientras que un mayor número de ACs se caracterizó por expresar HER2.  
 
Tabla 10. Distribución de la tinción inmunohistoquímica de las proteínas DSC3, EGFR, HER2, P53 y 




* El análisis de mutaciones en los genes EGFR y KRAS se realizó únicamente en los ACs, mientras que el 
análisis de mutaciones en el gen TP53 se hizo en la serie completa. 
MUT: mutado, WT: wild-type. 
 
4.1.3. Análisis supervisado II: estudio de firmas genéticas características de 
alteraciones en genes relevantes en carcinomas de pulmón no microcíticos 
 
Para identificar firmas genéticas o marcadores que pudieran correlacionarse con la 
presencia de mutaciones en genes relevantes para la carcinogénesis pulmonar se realizó un 
análisis supervisado. De los genes sobre los que se realizó el análisis de mutaciones, se 




presente trabajo, la comparación de los perfiles de expresión génica entre ACs con y sin 
mutaciones en el gen LKB1 no se realizó al estar ya descrita (Fernández et al., 2004). Asimismo, 
tampoco se pudo analizar la expresión de genes relevantes para diferenciar subgrupos de tumores 
definidos por la presencia de alteraciones en el gen BRAF, al no identificarse ninguna mutación en 




Figura 7. Tinción inmunohistoquímica de DSC3. Ejemplos representativos de un 
NSCLC negativo (A) y otro positivo (B) para DSC3. Se consideró positividad para DSC3 
cuando >10% de las células tumorales fueron inmunorreactivas (400x). 
 
Debido a la necesidad de disponer de ARN de calidad para el estudio de la expresión 
génica mediante microarrays, sólo se pudieron incluir tres ACs con mutaciones en el gen EGFR. 
A pesar de este bajo número, se encontró que estos tumores presentaban un perfil de expresión 
marcadamente diferente al de los tumores no mutados para EGFR. Después de restringir el 
criterio de selección a genes que mostraran una variación de su expresión entre tumores con y sin 
mutaciones en EGFR del orden de >4 o <0.25 y un FDR <0.05, se encontraron 13 genes 
diferencialmente expresados, entre los que se incluyó, a pesar de no cumplir estrictamente los 
criterios de selección, al gen ERBB3, por pertenecer a la misma familia que EGFR (Tabla 11A). 
De los genes diferencialmente expresados, PRODH, PCDHA6, WBP1 y el propio EGFR 
mostraban unos niveles de expresión significativamente mayores en los ACs portadores de 
mutaciones en EGFR. Por su parte, XBP1, PRKAR1A, PDCD4 y PTPN11 se encontraron 
altamente expresados en los tumores no mutados. Globalmente se observó que los ACs portadores 
de mutaciones en el gen EGFR se caracterizaron por presentar desregulación de la expresión de 
genes implicados en los procesos celulares de transducción de señales y apoptosis. 
Asimismo, se trataron de identificar firmas genéticas que pudieran correlacionarse con la 
presencia de mutaciones en los genes TP53 o KRAS. No se encontró ningún gen diferencialmente 
expresado con una relación entre su expresión en ambos grupos (mutados versus wild-types) 
mayor de 2.5 y un FDR <0.05. Tras ampliar los criterios de selección a genes que mostraran una 
diferencia en los niveles de expresión del orden de >2 o <0.5 y un FDR<0.2, se encontraron seis 





ellos destacó CDH3, que presentaba un nivel de expresión cuatro veces superior en los ACs con 
TP53 mutado (Tabla 11B). Asimismo, se consideró al propio gen TP53 entre los genes 
diferencialmente expresados, a pesar de no cumplir estrictamente los criterios de selección, por 
sus implicaciones biológicas. Ningún gen mostró una expresión diferencial según estos criterios al 
considerar el estatus mutacional de TP53 en la serie completa de tumores o en el subgrupo de 
SCCs. De forma similar, ningún gen presentó una expresión diferencial estadísticamente 
significativa cuando se compararon los perfiles de expresión de ACs portadores o no de 
mutaciones en el gen KRAS.  
 
Tabla 11. Genes diferencialmente expresados que permiten la distinción entre carcinomas de pulmón 




Se indica el nivel medio de expresión de los genes seleccionados en pulmón normal (N) y en cada uno de los dos 
grupos comparados: tumores mutados (MUT) y wild-types (WT) para EGFR (A) o TP53 (B), así como la relación 
entre su expresión en ambos grupos (MUT versus WT). 
 
Las diferencias de expresión observadas en función de las alteraciones genéticas de los 
tumores se confirmaron midiendo los niveles de expresión en los tumores incluidos en la serie de 
microarrays mediante una técnica independiente: PCR cuantitativa en tiempo real (Figura 8). Para 
ello, se seleccionaron los marcadores que mostraron una mayor expresión diferencial según el 
estatus mutacional del gen correspondiente: PRODH, en el caso de EGFR, y CDH3, en el caso de 
TP53. Comparados con la expresión de TBP, los niveles de expresión de PRODH resultaron 
significativamente menores en pulmón normal (media 21.0; desviación estándar (DE) + 9.86) y en 




tumores mutantes (media 85.2; DE + 32.50) (p <0.0001), confirmando así los resultados del 
análisis de microarrays. De forma similar, los ACs mutantes para TP53 mostraron una expresión 
significativamente mayor de CDH3 (media 24.7; DE + 12.50) en comparación con los tumores no 
mutados  (media 6.4; DE + 3.11) y el pulmón normal (media 0.9; DE + 0.50) (p <0.0001). 
Curiosamente, los niveles de expresión de CDH3 también fueron significativamente mayores en 




Figura 8. Expresión diferencial de marcadores asociados con alteraciones genéticas 
relevantes para la carcinogénesis pulmonar.  Se muestran los niveles de expresión de 
PRODH (A) y CDH3 (B), relativos a TBP, medidos por PCR cuantitativa en tiempo real, en 
ACs con (MUT) y sin mutaciones (WT) para el gen considerado (EGFR y TP53, 
respectivamente), y en tejido pulmonar normal (N). La barra muestra el valor medio del nivel 
de expresión del gen seleccionado en cada grupo. El nivel de significación estadística  (p 
<0.0001) se representa con un asterisco (*). 
 
4.1.4. Análisis de la sobreexpresión y la amplificación del gen PIK3CA 
 
Tras organizar los datos de expresión génica por la posición que ocupa cada uno de los 
genes en el cromosoma, se encontró un grupo de genes en la región 3q26, entre los que se incluía 
PIK3CA, que mostraban altos niveles de expresión, lo que sugería la posible existencia de un 
amplicón en dicha región (Figura 9). Curiosamente, PIK3CA fue uno de los genes 
sobreexpresados en SCCs, siendo su nivel de expresión dos veces superior al presentado por ACs 
(Anexo B). Teniendo en consideración los resultados obtenidos y que, en base a la literatura, 
PIK3CA es un oncogén reconocido y la amplificación de la región 3q26 es una de las más 
comunes en cáncer de pulmón, se planteó la posibilidad de que el aumento en los niveles de 
expresión de PIK3CA observado podía ser consecuencia de su amplificación génica.  
Para ello, se analizaron por FISH 81 NSCLCs, 50 de los cuales formaban parte del grupo 
de tumores incluidos en el estudio microarrays, perteneciendo los 31 restantes a la serie de 
validación. Además, con el fin de completar el estudio de las alteraciones genéticas que afectan a 
PIK3CA en NSCLCs, se realizó un análisis mutacional de dicho gen en esta serie de tumores. Con 





identificó en un SCC, mientras que la otra mutación (R524K) se encontró en un AC. En total, el 
porcentaje de mutaciones somáticas en PIK3CA en la presente serie fue del 2.5%. Con respecto al 
estudio de la amplificación génica, tras el análisis de FISH, se pudieron valorar 72 de los 81 
tumores analizados, estando disponibles los datos de expresión para 44 de ellos (Figura 9). En 
base a los niveles de expresión de PIK3CA establecidos en el análisis de microarrays, sólo los 
tumores con un número de copias de PIK3CA superior a 7 mostraban un incremento concomitante 
en la expresión génica. Así, los tumores pudieron clasificarse en tres categorías: (1) tumores con 
dosis normal de PIK3CA, si el número de copias del gen por núcleo era <4; (2) tumores con 
incremento en el número de copias o ganancia de PIK3CA, si tenían entre 4 y 7 copias del gen por 
núcleo; y (3) tumores con amplificación génica de PIK3CA, si el número de copias por núcleo era 
>7. Siguiendo este criterio, 47 (65%) tumores mostraron una dosis normal, nueve (13%) tumores 
presentaron un incremento en el número de copias; y se detectó amplificación génica de PIK3CA 




Figura 9. Sobreexpresión génica en la región cromosómica 3q26. Detalle de la región 3q26 donde se 
muestran los niveles de expresión de los genes localizados según su posición cromosómica en los 44 tumores 
analizados por FISH y con datos de expresión disponibles. El color verde oscuro indica un nivel de expresión 
relativa >4; el color verde intermedio, 2-4; el color verde claro, 1.5-2; y el color blanco, <1.5. Los tumores 
con amplificación génica de PIK3CA, confirmada por FISH, se destacan en negrita y con un asterisco (*).  







Figura 10. Alteraciones genéticas de PIK3CA en NSCLCs. (A) Mutación puntual (R542K) de PIK3CA en 
un tumor primario de pulmón. Obsérvese como la presencia de la mutación se evidencia por la coexistencia 
de una doble secuencia en la segunda posición del codón 524 (AGG>AAG). (B) Análisis de FISH mostrando 
un ejemplo de un tumor sin amplificación (izquierda) y otro con amplificación (derecha) del gen PIK3CA. 
Obsérvese en la imagen de la derecha cómo la amplificación del gen se evidencia por el incremento en el 
número de señales rojas debidas a copias únicas del gen PIK3CA, mientras que el número de señales 
centroméricas de control del cromosoma 3 (verde) se mantiene en dos en cada uno de los núcleos evaluados. 
 
La correlación existente entre la amplificación génica y el incremento en los niveles de 
expresión de PIK3CA fue confirmada por PCR cuantitativa en tiempo real en los tumores 
incluidos en la serie de microarrays sobre los que se realizó el análisis de FISH. Comparada con 
los niveles de expresión de TBP, la expresión de PIK3CA fue mayor en los tumores con 
amplificación génica (media 12.6; DE + 6.36) que en aquéllos sin amplificación (media 3.8; DE + 
2.04) (p <0.0001) y en pulmón normal (media 4.9; DE + 1.53) (p <0.0001) (Figura 11), 
destacando además que la expresión de PIK3CA en tumores sin amplificación génica fue similar a 
la encontrada en pulmón normal (p >0.05).  
 
 
Figura 11. Correlación existente entre amplificación y sobreexpresión 
de PIK3CA. Se muestran los niveles de expresión de PIK3CA relativos a 
TBP, medidos por PCR cuantitativa, en tejido normal de pulmón (N) y en 
tumores con amplificación (GA) y sin (NA) amplificación de PIK3CA. La 
barra muestra el nivel medio de expresión del gen en cada grupo. El nivel 
de significación estadística  (p <0.0001) se representa con un asterisco (*).  
 
Además de PIK3CA, otros genes incluidos en la región 3q26 podrían ser considerados 





en el presente trabajo, es uno de los genes que muestran una marcada sobreexpresión en SCCs. 
No obstante, no se encontró correlación alguna entre la amplificación de dicha región y niveles 
elevados de la proteína P63. Entre los tumores que presentaron amplificación por FISH, sólo el 
31% presentaba niveles altos de proteína P63, lo que indica que, al menos con la sonda utilizada 
en este estudio para analizar la amplificación génica de la región 3q26 por FISH, P63 no 
representa la diana del amplicón. 
Dada la prevalencia de las alteraciones en el gen PIK3CA en NSCLCs, se trataron de 
identificar marcadores o firmas genéticas que pudieran correlacionarse con la presencia de las 
mismas mediante un análisis supervisado. De forma similar a lo observado para los genes TP53 y 
KRAS, no se encontraron genes diferencialmente expresados con una relación entre su expresión 
en ambos grupos mayor de 2.5 y con un nivel de significación estadística de FDR <0.05. Tras 
ampliar los criterios de selección a un FDR <0.2 y una relación entre la expresión en ambos 
grupos del orden de >2 o <0.5, se encontraron ocho genes diferencialmente expresados, 
incluyendo al propio gen PIK3CA (Tabla 12). Entre los genes con un nivel de expresión 
disminuido en los tumores con alteraciones en PIK3CA, en comparación con los tumores que no 
las presentaban, destacaron DUSP5 y PTPRU, que codifican dos fosfatasas, y ERRFI1, que 
codifica un regulador negativo de la vía de señalización activada por EGF. 
 
Tabla 12. Genes diferencialmente expresados que permiten la distinción entre carcinomas de pulmón 
con  y alteraciones (amplificación génica o mutaciones) en el gen PIK3CA.  
 
 
Se indica el nivel medio de expresión de los genes seleccionados en pulmón normal (N) y en cada uno de los dos 
grupos comparados: tumores con alteraciones (MUT) y tumores sin alteraciones (WT) en el gen PIK3CA, así 
como la relación entre su expresión en ambos grupos (MUT versus WT). 
 
 
Por otra parte, se encontró una fuerte asociación entre la amplificación génica de PIK3CA 
y el tipo histológico epidermoide. Sólo uno de los 34 ACs (3%) en comparación con 14 de los 33 
SCCs (42%) (p < 0.001) mostró amplificación génica. Asimismo, sólo uno de los cinco LCCs 
analizados estaba amplificado. Por otro lado, no se encontró correlación alguna entre la 
amplificación de PIK3CA y cualquier otra característica de los pacientes o de los tumores, tales 
como el género, el hábito tabáquico, el tamaño tumoral, el grado de diferenciación, la afectación 




4.1. ESTUDIO DE DIANAS TERAPÉUTICAS Y MARCADORES PREDICTIVOS EN 
CARCINOMAS DE PULMÓN NO MICROCÍTICOS 
 
4.2.1. Valor de la expresión proteica de P63 en la clasificación histológica de los 
carcinomas de pulmón no microcíticos 
 
 En base a los resultados obtenidos tras la comparación de los perfiles de expresión génica 
entre ACs y SCCs mediante microarrays, y la consiguiente confirmación de P63 como marcador 
que permite discriminar entre ambos tipos histológicos, se eligió para evaluar la utilidad de su 
tinción IHQ a la hora de reclasificar los 20 LCCs incluidos en la serie de NSCLCs donde se 
realizó el estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos. Además de dicho marcador, se 
utilizó TTF1 ya que los datos publicados demuestran la ausencia de expresión del mismo en 
SCCs. 
La mitad de los 20 LCCs (50%) resultaron positivos para P63 y se reclasificaron 
consecuentemente como SCCs (Tabla 13). Con la excepción de dos casos, todos los tumores 
positivos para P63 no expresaron TTF1 (Figura 12). De los ocho tumores restantes que mostraron 
positividad para TTF1, siete fueron reclasificados como ACs. Se identificaron signos de 
diferenciación neuroendocrina (células en empalizada, necrosis y alto índice mitótico, entre otros) 
en tres de los LCCs incluidos en la serie, diferenciación que fue confirmada mediante la tinción 
IHQ de los marcadores neuroendocrinos sinaptofisina y CD56, por lo que se reclasificaron como 
carcinomas de células grandes neuroendocrinos. Estos tres carcinomas fueron negativos para P63 
y sólo uno de ellos mostró positividad para TTF1.  
Tras esta reclasificación, las características histológicas de los tumores incluidos en la 
serie donde se realizó el estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos fueron las 
siguientes: 72 (31.3%) ACs, 154 (67%) SCCs y cuatro (1.7%) LCNECs. 
 
 
Figura 12.  Tinción inmunohistoquímica de P63 y TTF1. Ejemplo de LCC reclasificado como SCC 
al mostrar un patrón de expresión mutuamente excluyente: positividad para P63 y negatividad para 
TTF1 (200x). Se consideró positividad para P63 cuando la tinción nuclear era intensa en >50% de las 










4.2.2. Análisis de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en carcinomas de 
pulmón no microcíticos 
 
A continuación se detallan los resultados del estudio de dianas terapéuticas y marcadores 
predictivos en NSCLCs, agrupándolos por el tipo de alteración que presentan cada uno de los 
marcadores analizados, e indicando en cada caso la frecuencia y el tipo de alteraciones 
encontradas, el contexto genético-molecular en el que aparecen y la correlación con 
características clínico-patológicas de los tumores. 
 
4.2.2.1.   Estudio de alteraciones de secuencia  
 
En base a la disponibilidad de ADN, el estudio mutacional de los genes EGFR, KRAS, 
BRAF y PIK3CA se realizó en 178 de los 230 tumores incluidos en la serie (51 ACs, 123 SCCs y 
4 LCNECs).  
La frecuencia y el tipo de alteraciones identificadas en cada uno de los genes analizados 
se detallan en las Tablas 14 y 15, y se muestran ejemplos representativos de las mismas en la 
Figura 13. Tras el análisis por secuenciación directa del producto de PCR de los exones 18, 19, 20 
y 21 del gen EGFR se encontraron tres mutaciones en el exón 19 (5.9%), una de ellas 
correspondía a la deleción típica de 15 nucleótidos E746-A750, mientras que las otras dos 
correspondían a las consideradas deleciones complejas al implicar un cambio de nucleótido 




presencia de siete mutaciones en el codón 12 (13.7%), siendo interesante destacar que la mayoría 
de las mutaciones identificadas (86%) supusieron una transversión tipo G a T [G12V 
(GGT>GTT), G12C (GGT>TGT)]. La frecuencia de mutaciones de BRAF encontrada fue 
relativamente baja, sólo dos de los tumores analizados presentaron una alteración en este gen. Una 
de ellas se identificó en el exón 11 (G466A, GGA>GCA), mientras que la otra se encontró en el 
exón 15 (D594H, GAT>CAT), ambos cambios producidos como consecuencia de transversiones 
tipo G a C. Se identificaron doce mutaciones en el gen PIK3CA, la mayoría de ellas (11/12, 92%) 
localizadas en los codones caracterizados como puntos calientes o hot spots para este gen en 
cáncer (545, 542 y 1047). Como puede verse en la Tabla 15, las mutaciones en PIK3CA afectaron 
más frecuentemente al exón 9 (7/12, 58%).  
 
Tabla 14. Frecuencia de mutaciones en los genes EGFR, KRAS, BRAF y PIK3CA identificadas en la 




a El análisis de los genes EGFR, KRAS y BRAF se realizó únicamente en los ACs.  
b El análisis del gen PIK3CA se realizó en todos los tumores de la serie. 
* Algunos de los tumores no pudieron ser analizados por secuenciación directa: dos ACs, en el caso de BRAF, y 




Tabla 15. Tipos y distribución de las mutaciones en los genes EGFR, KRAS, 
BRAF y PIK3CA identificadas en el estudio dianas terapéuticas y marcadores 











Figura 13. Estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en NSCLCs: análisis de mutaciones. 
Ejemplos representativos de mutaciones en los genes KRAS (A), BRAF (B), PIK3CA (C) y EGFR (D). En todos 
los casos, en la parte superior se muestra el electroferograma correspondiente a la secuencia nativa o wild-type de 
un tumor, y en la parte inferior el electroferograma correspondiente a la secuencia mutada de otro tumor. 
Obsérvese que la presencia de la mutación correspondiente se evidencia por la existencia de una doble secuencia 
y que en todos los casos el alelo wild-type predomina sobre el alelo mutado.   
 
Al analizar el contexto genético de las alteraciones identificadas se encontró que ninguno 
de los tumores presentaba simultáneamente mutaciones en los genes KRAS, EGFR y BRAF. Sólo 
uno de los ACs analizados presentó una mutación en el gen PIK3CA, no encontrándose en dicho 
tumor mutaciones en ninguno de los otros genes estudiados.  
La correlación entre las mutaciones analizadas y diversas características clínicas de los 
pacientes y anatomopatológicas de los tumores se reflejan en la Tabla 16. A pesar de que el 
número de tumores analizados y de mutaciones encontradas en cada uno de los genes no 
permitieron alcanzar el nivel de significación estadística, se encontró que la incidencia de 




observado con las mutaciones de KRAS y BRAF, que fueron más frecuentes en hombres y en 
pacientes fumadores. En relación con las características clínico-patológicas de las mutaciones de 
PIK3CA no se encontró ninguna correlación con el sexo o el hábito tabáquico, siendo interesante 
constatar la fuerte correlación existente entre la presencia de mutaciones en el gen PIK3CA y el 
tipo histológico epidermoide, ya que 11 de las 12 mutaciones identificadas se encontraron en 
SCCs frente a solo una mutación en ACs. 
 
Tabla 16. Relación entre características clínico-patológicas y mutaciones en los genes analizados en la 




*Característica desconocida para alguno de los tumores analizados. 
DE: desviación estándar. 
NA: no analizado. 
 
El análisis de la supervivencia en relación con la presencia de mutaciones en los genes 
analizados mostró que la presencia de mutaciones en el gen KRAS parece asociarse con un peor 
pronóstico, si bien el tamaño muestral no permitió alcanzar la significación estadística (Figura 
14). El resto de las alteraciones genéticas no parecieron conferir ningún significado pronóstico 
estadísticamente significativo en los NSCLCs analizados. No obstante, al comparar la 
supervivencia libre de progresión, en el grupo de pacientes que experimentaron recidiva, o la 
supervivencia global, en el grupo de pacientes muertos, se encontró que la supervivencia libre de 
progresión en los pacientes con mutaciones en el gen PIK3CA era significativamente menor que 
la mostrada por los pacientes que no presentaban mutaciones en dicho gen (6.17 frente a 22.88 
meses, p = 0.038) (Tabla 17). Por otra parte, aunque no se alcanzó la significación estadística, 
debido al bajo número de pacientes que recidivaron o murieron, al comparar el estatus mutacional 
del gen BRAF, es interesante destacar que tanto la supervivencia libre de progresión como la 
supervivencia global fueron marcadamente inferiores en aquellos pacientes que mostraban 







Figura 14. Curva de supervivencia en función del estatus 
mutacional del gen KRAS. Supervivencia de pacientes con 
mutaciones (MUT) y sin mutaciones (WT) en el gen KRAS. 
La mediana de la supervivencia en los pacientes con 
mutaciones en el gen KRAS (n=7) fue de 6.38 años frente a 
los 10.02 años en pacientes con KRAS wild-type (n=44). La 
diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0.46). 
 
Tabla 17. Análisis de la recidiva, supervivencia libre de progresión y supervivencia global en relación 
con la presencia de mutaciones en los genes EGFR, KRAS, BRAF y PIK3CA 
 
 
*Característica desconocida para alguno de los tumores analizados. 
1 La supervivencia libre de progresión está calculada únicamente para los pacientes que experimentaron recidiva. 
2 La supervivencia global está calculada únicamente para los pacientes muertos (KRAS: seis en el grupo mutado, 
22 en el grupo wild-type; BRAF: uno en el grupo mutado, 26 en el grupo wild-type; PIK3CA: cinco en el grupo 
mutado, 68 en el grupo wild-type).  
DE: desviación estándar. 
ND: valor no determinado, bien porque ninguno de los pacientes experimentaron recidiva o murieron (EGFR), o 
bien porque sólo había un paciente que recidivó o murió (BRAF). 
 
4.2.2.2.   Estudio de alteraciones en el número de copias 
 
En base a lo descrito en la literatura y a los resultados obtenidos previamente en el estudio 
de microarrays para el análisis de la expresión génica, el estudio de la amplificación del gen 




ADN disponible para la realización de estudios moleculares, obteniéndose resultados valorables 
en 116 de estos tumores. Utilizando como punto de corte el ratio PIK3CA/CEP3 >2, se identificó 
la presencia de amplificación del gen PIK3CA en 44 (38%) tumores (Tabla 18 y Figura 15). 
Además es interesante destacar que se detectó la presencia de polisomía en 14 carcinomas, 
considerando como polisómicos aquellos tumores en los que los núcleos presentaban de media 
tres o más señales centroméricas (Tabla 18). 
 
Tabla 18. Estudio de la amplificación del gen PIK3CA mediante técnica de FISH 
 




Figura 15. Amplificación del gen PIK3CA estudiada mediante técnica de FISH. Se muestra un SCC sin 
amplificación (A) y otro tumor con amplificación del gen PIK3CA (B). Obsérvese en la imagen B cómo la 
amplificación del gen se evidencia por el incremento en el número de señales rojas debidas a copias únicas 
del gen PIK3CA, mientras que el número de señales centroméricas de control del cromosoma 3 (verde) se 
mantiene en dos en cada uno de los núcleos evaluados. 
 
Al calcular la media del número de copias de PIK3CA en los tumores analizados se 
encontró que era de 5.7 (rango = 2.2-21). En el subgrupo de tumores amplificados, la media 
estaba próxima a nueve, mientras que en los tumores no amplificados fue inferior a cuatro (Tabla 
19). Es interesante destacar que, en ocho de los tumores que mostraban amplificación, ésta fue 
especialmente marcada ya que el número de copias más de dos veces superior a la media 
identificada en la serie completa. En base a estos resultados, se comprobó que todos los tumores 
clasificados como amplificados en base al ratio PIK3CA/CEP3 >2 presentaban más de cinco 
copias de PIK3CA por núcleo y, curiosamente, el 61% (27/44) de los tumores amplificados tenían 
siete o más copias del gen. Por otro lado, entre los tumores no amplificados, el 64% (46/72) 





resultados previamente obtenidos en la serie sobre la que se realizó el análisis de la expresión 
génica y en donde se establecieron como puntos de cortes para definir la presencia o ausencia de 
amplificación en un número de copias de PIK3CA mayor a siete o inferior a cuatro, 
respectivamente. 
 
Tabla 19. Análisis del número de copias del gen PIK3CA  
 
 
* Siete tumores no pudieron ser analizados por FISH. 
DE: desviación estándar. 
 
Al comparar la presencia de mutaciones en PIK3CA con la amplificación del gen se 
encontró que ambas alteraciones no eran mutuamente excluyentes. No obstante, es interesante 
señalar que los tumores con mutaciones en PIK3CA no siempre mostraron amplificación, sólo en 
tres (2.6%) de los 115 SCCs en los que pudieron realizarse los dos análisis se detectó la presencia 
de ambas alteraciones (Tabla 20). Al comparar el tipo de mutación, cabe destacar que el 43% 
(3/7) de las mutaciones en el exón 9 se detectaron en tumores con amplificación del gen PIK3CA, 
mientras que ninguna de las mutaciones identificadas en el exón 20 se dieron de forma 
concomitante con la amplificación del gen. 
 




El estudio de la amplificación del gen MET mediante técnica de SISH (Figura 16) se 
realizó en 108 de los tumores con tejido disponible para llevar a cabo esta técnica y de los que 
había ADN para la realización de estudios moleculares, incluyendo 60 SCCs y 48 ACs. En la 
Tabla 21 se detallan los resultados obtenidos por tipo histológico al comparar cuatro criterios de 
interpretación diferentes, siendo estos criterios los siguientes:  
 
• Criterio Cappuzzo: se consideró positividad cuando la media del número de copias de 




• Criterio University of Colorado Cancer Center (UCCC): la positividad para MET puede 
deberse indistintamente a la amplificación génica en base al ratio MET/CEP7 >2, a la 
presencia de más de 15 copias de MET en  >10% de las células tumorales, a la presencia 
de pequeños grupos o clusters de señales debidas al gen MET (4-10 copias) o de grandes 
clusters (en los que no es posible contar el número de copias de MET) en >10% de células 
tumorales, o a la presencia de elevada polisomía en >40% de las células tumorales (Go et 
al., 2010). 
• Ratio SISH MET/CEP7, considerándose amplificación del gen MET si el ratio era  >2. 
• Número de copias del gen MET. Al calcular la mediana del número de copias de MET por 
núcleo en la serie analizada se encontró que era igual a 3.075 (rango = 1.8-17.5), por lo 




Figura 16. Amplificación del gen MET estudiada mediante técnica de SISH. Se muestra un NSCLC sin 
amplificación (A) y otro tumor con amplificación del gen MET (B). Obsérvese en la imagen B cómo la 
amplificación del gen se evidencia por el incremento en el número de señales negras debidas a copias únicas del 
gen MET, mientras que el número de señales centroméricas de control del cromosoma 7 (rojo) se mantiene en 
dos en cada uno de los núcleos evaluados. 
 
Tomando como punto de corte la mediana del número de copias, un total de 54 (50%) 
tumores fueron positivos para MET. Entre estos tumores se incluían cinco (4.6%) que mostraban 
una amplificación verdadera en base al ratio SISH MET/CEP7 >2, amplificación que fue 
confirmada mediante técnica de FISH. La amplificación de MET se identificó tanto en ACs como 
en SCCs (tres y dos tumores, respectivamente), si bien es interesante destacar que mientras los 
primeros presentaron una elevada amplificación, con ratio >3 (media = 5.03, mediana = 4.94 y 
DE + 0.85), los SCCs mostraron una amplificación más moderada, con ratio <3 (media = 2.42, 









Tabla 21. Estudio de la amplificación del gen MET mediante técnica de SISH: resumen de los 
criterios de interpretación en la serie completa de tumores y por tipo histológico  
 
 
1 Criterio Cappuzzo (media del número de copias de MET por núcleo >5). 
2 Criterio UCCC (ratio MET/CEP7 >2, >15 copias de MET por núcleo en >10% de células tumorales, 
grupos de señales en >10% de células tumorales, elevada polisomía en >40% de células tumorales). 
3 Criterio ratio SISH MET/CEP7 >2. 
4 Criterio número de copias de MET por núcleo >3.075. 
 
Por otro lado, la comparación de los valores del ratio SISH MET/CEP7 y del número de 
copias del gen MET entre los dos grupos de tumores definidos por cada uno de los criterios 
considerados en la valoración de la amplificación de MET se muestra en la Tabla 22. 
 
Tabla 22. Comparación del ratio SISH MET/CEP7 y del número de copias del gen MET entre los 




1 Criterio Cappuzzo (media del número de copias de MET por núcleo >5). 
2 Criterio UCCC (ratio MET/CEP7 >2, >15 copias de MET por núcleo en >10% de células tumorales, 
grupos de señales en >10% de células tumorales, elevada polisomía en >40% de células tumorales). 
3 Criterio ratio SISH MET/CEP7 >2. 
4 Criterio número de copias de MET por núcleo >3.075. 
DE: desviación estándar. 
 
Al comparar la amplificación del gen MET con la presencia de alteraciones en los genes 
en los que se realizó el estudio mutacional, no se observó coexistencia entre las mismas. Ninguno 
de los ACs con mutaciones en el gen EGFR o en el gen KRAS mostró amplificación del gen MET 




analizadas en el gen PIK3CA, ninguno de los SCCs que mostraron amplificación del gen MET 
presentó mutaciones en PIK3CA o amplificación de dicho gen.  
 
Tabla 23. Relación entre la presencia de amplificación del gen MET y mutaciones 




No se encontró asociación entre la amplificación de los genes PIK3CA o MET y 
características tales como el sexo, el hábito tabáquico o el grado de diferenciación de los tumores.  
Por otro lado, el análisis de la supervivencia en relación con la presencia de amplificación 
en los genes analizados mostró que, al menos en el intervalo comprendido entre los cinco y los 
diez años de seguimiento, la amplificación del gen PIK3CA pareció asociarse con un peor 
pronóstico. No obstante, debido al tamaño muestral y considerando el tiempo total de 
seguimiento, esta observación no resultó estadísticamente significativa (Figura 17).  
 
 
Figura 17. Curva de supervivencia en función de la 
amplificación del gen PIK3CA. La mediana de la supervivencia en 
los pacientes con amplificación del gen PIK3CA (n=44) fue de 11.6 
años frente a los 11.9 años en pacientes sin amplificación del gen 







No se encontró que la amplificación del gen MET afectara positiva o negativamente a la 
supervivencia de los pacientes, con independencia del criterio utilizado en la valoración. Al 
comparar la supervivencia libre de progresión o la supervivencia global, la observación más 
destacada fue que los tumores que mostraban una verdadera amplificación del gen MET, en base 
al criterio ratio SISH MET/CEP7 >2, se caracterizaron por presentar una menor supervivencia 
global en comparación con los tumores no amplificados, si bien no se alcanzó el nivel de 
significación estadística (Tabla 24). 
 
Tabla 24. Análisis de la recidiva, supervivencia libre de progresión y supervivencia global en relación 
con la amplificación génica de los genes PIK3CA y MET 
 
 
* Característica desconocida para alguno de los tumores analizados. 
1 La supervivencia libre de progresión está calculada únicamente para los pacientes que experimentaron recidiva. 
2 La supervivencia global está calculada únicamente para los pacientes muertos (PIK3CA: 18 en el grupo 
amplificado, 24 en el grupo no amplificado; MET criterio ratio SISH MET/CEP7 >2: dos en el grupo 
amplificado, 64 en el grupo no amplificado; MET criterio ratio número de copias MET >3.075: 33 en el grupo 
positivo, 33 en el grupo negativo).  
DE: desviación estándar. 
 
4.2.2.3.   Estudio de alteraciones en los niveles de expresión proteica  
 
El análisis de la expresión proteica de IGF-1R mediante IHQ se realizó exclusivamente en 
los 123 SCCs de la serie con ADN disponible para la realización de estudios moleculares, 
obteniéndose resultados valorables en 117 de los tumores analizados (Tabla 25 y Figura 18). Tras 
la valoración, se encontró que el valor medio de la expresión de IGF-1R fue de 204 (rango = 0-
400). En base al punto de corte establecido (expresión IGF-1R >100), 85 tumores (70%) se 
clasificaron como positivos y 35 (30%) como negativos.  
 
Tabla 25. Estudio de la expresión proteica de IGF-1R mediante inmunohistoquímica 
 






Figura 18. Tinción inmunohistoquímica de IGF-1R. Ejemplos 
representativos de un SCC positivo (A) y otro negativo (B) para 
IGF-1R (200x). Se consideró positividad para IGF-1R cuando el 
valor de la expresión resultaba >100, valor que resulta de la 
multiplicación del porcentaje de células inmunorreactivas y de la 
intensidad de la tinción. 
 
 Al comparar la expresión de IGF-1R con otras de las alteraciones genéticas analizadas en 
el grupo de SCCs incluidos en esta serie, se encontró que la mayoría de los tumores con 
mutaciones en el gen PIK3CA (8/11, 73%) mostraban una expresión proteica considerada positiva 
para IGF-1R. Curiosamente, el 86% (6/7) de las mutaciones en el exón 9 del gen PIK3CA se 
detectaron en tumores con expresión de IGF-1R, mientras que el 14% (1/7) de las mutaciones en 
dicho exón se localizaron en tumores con ausencia de expresión de IGF-1R. Con respecto a las 
mutaciones en el exón 20 del gen PIK3CA no se encontró una relación similar, ya que la mitad se 
detectaron en tumores con expresión positiva de IGF-1R y la otra mitad en tumores considerados 
negativos. La relación entre las alteraciones en el gen PIK3CA y la expresión de IGF-1R también 
se observó a nivel de la amplificación génica. El 73% (32/44) de los tumores con amplificación 
del gen PIK3CA mostró una expresión proteica considerada positiva para IGF-1R. Por otro lado, 
no se observó que ninguno de los SCCs amplificados para MET en base al ratio SISH MET/CEP7 
>2 mostrara expresión proteica de IGF-1R. 
De forma similar a lo observado para las alteraciones en el número de copias, no se 
encontró asociación entre la sobreexpresión de IGF-1R y características de los pacientes como el 
sexo o el hábito tabáquico, o con el grado de diferenciación de los tumores. Por su parte, el 
análisis de la supervivencia en relación con IGF-1R mostró que su expresión parece asociarse con 





(Figura 19). Además, al comparar la supervivencia libre de progresión y la supervivencia global 
se encontró que ambas fueron marcadamente menores en los pacientes con SCCs que no 
mostraron expresión de IGF-1R, aunque nuevamente estas diferencias no alcanzaron la 
significación estadística (Tabla 26). 
 
 
Figura 19. Curva de supervivencia en función de la expresión de 
IGF-1R. La mediana de la supervivencia en los pacientes con 
expresión de IGF-1R (n=82) fue de 11.9 años frente a los 10.6 años 
en pacientes con ausencia de expresión de la proteína (n=35). La 
diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0.14).  
 
Tabla 26. Análisis de la recidiva, supervivencia libre de progresión y supervivencia 
global en relación con la expresión inmunohistoquímica de IGF-1R 
 
 
* Característica desconocida para alguno de los tumores analizados. 
1 La supervivencia libre de progresión está calculada únicamente para los pacientes que 
experimentaron recidiva. 
2 La supervivencia global está calculada únicamente para los pacientes muertos (IGF-1R: 18 en 
el grupo con expresión positiva, 24 en el grupo con expresión negativa).  





4.2. APROXIMACIONES METODOLÓGICAS AL ESTUDIO DE MARCADORES 
PREDICTIVOS EN CÁNCER: ANÁLISIS DE MUTACIONES EN EGFR EN CÁNCER DE 
PULMÓN 
 
4.3.1. Estudio de mutaciones en EGFR mediante secuenciación directa del 
producto de PCR 
 
En la siguiente tabla (Tabla 27) se muestra la información relativa a la etapa pre-analítica 
de los dos métodos basados en PCR evaluados en el presente trabajo: secuenciación directa y 
PCR cuantitativa en tiempo real (kit Therascreen EGFR Mutation Test). Como puede verse, se 
realizó macrodisección en 22 (16%) de los 136 tumores analizados, siendo piezas quirúrgicas el 
95% de estos tumores. Tras la extracción de ADN, se obtuvo una concentración mínima de 
100ng/µl en el 65% de las muestras. El 92% de las muestras de las que se obtuvo una 
concentración inferior eran biopsias pequeñas (biopsias broncoscópicas y biopsias con aguja 
gruesa). 
 
Tabla 27. Resumen de las características de las muestras incluidas el estudio de mutaciones en el 




El análisis de mutaciones en EGFR por secuenciación directa del producto de PCR pudo 
realizarse en 133 de los 136 tumores incluidos en la serie. Tres muestras no pudieron ser 
valoradas (una biopsia broncoscópica y dos biopsias con aguja gruesa) debido a la baja calidad 
del ADN extraído (el ratio A260/A230 fue, en cada caso, de 1.6, 0.2 y 0.7). 
Se identificaron mutaciones en EGFR en 21 (16%) de los 133 tumores analizados (Tabla 
28). Algunos ejemplos representativos de las mutaciones encontradas se muestran en la siguiente 
Figura 20. Las frecuencias de los diferentes tipos de mutaciones fueron las siguientes: 13 (62%) 





A750 y cuatro deleciones atípicas y/o complejas (dos L747-A750>P, una E746-S752>V y una 
L747-P753>S), cinco (24%) mutaciones puntuales L858R en el exón 21 y tres (14%) inserciones 
en el exón 20 (dos V769-D770insASV y una D770-N771insSVD). Es interesante destacar que la 
detección de mutaciones en EGFR fue similar tanto en piezas quirúrgicas (13/86, 15%) como en 
biopsias pequeñas (8/50, 16%). 
 
Tabla 28. Frecuencia de mutaciones en el gen EGFR detectadas por secuenciación directa 
y por PCR cuantitativa en tiempo real (Therascreen EGFR Mutation Test kit) 
 
 
WT: ausencia de mutaciones, MUT: mutado.  
* No se dispuso de ADN para estudios adicionales de seis de los tumores incluidos en el análisis de 




Figura 20. Análisis de mutaciones en EGFR por secuenciación directa. Deleción E746-A750 en el exón 19 
(A), y mutación puntual L858R en el exón 21 (B). En ambos casos, en  la parte superior se muestra el 
electroferograma correspondiente a la secuencia nativa o wild-type del exón y en la parte inferior se muestra el 
electroferograma correspondiente a la secuencia mutada. Obsérvese que la presencia de la mutación 
correspondiente se evidencia por la existencia de una doble secuencia y que en todos los casos el alelo wild-type 




4.3.2. Estudio de mutaciones en EGFR mediante PCR cuantitativa en tiempo real 
 
Para el análisis de mutaciones en EGFR por PCR cuantitativa en tiempo real no se 
dispuso de suficiente ADN de seis de los tumores previamente caracterizados por secuenciación 
directa (dos tumores mutantes, ambos con la deleción E746-A750 en el exón 19, y cuatro sin 
mutación). El resultado del análisis obtenido por secuenciación directa se confirmó con el kit 
Therascreen EGFR Mutation Test en 126 de las muestras: 18 mutadas y 108 wild-types (Tabla 
28). El kit identificó todas las deleciones en el exón 19 previamente caracterizadas por 
secuenciación directa, así como las mutaciones puntuales L858R en el exón 21. En cuanto a las 
inserciones en el exón 20, para una de las muestras se obtuvo un resultado discrepante al 
comparar ambos métodos: uno de los tumores en los que se había identificado una inserción en el 
exón 20 por secuenciación directa (D770-N771insSVD) dio un resultado negativo por el kit, 
debido a que no está diseñado para la detección de esta inserción. Por otro lado, este método  
permitió la caracterización de uno de los tres tumores que no pudieron ser analizados por 
secuenciación directa, no identificándose mutación alguna en el mismo. Curiosamente, dicha 
muestra era la que presentaba un ADN de mejor calidad de las tres (A260/A280 = 1.6) 
En la siguiente figura (Figura 21) se muestran ejemplos representativos de algunas de las 




Figura 21. Análisis de mutaciones en EGFR por el kit Therascreen EGFR Mutation Test.  
EGFR no mutado (A), mutación puntual L858R en el exón 21 (B), deleción en el exón 19 (C), e 
inserción en el exón 20 (D). La mutación se evidencia por la presencia de amplificación en el 






En relación con la etapa post-analítica, es importante destacar que en algunos casos la 
interpretación de la secuencia no fue clara debido a la baja intensidad de la secuencia mutada, 
mientras que la interpretación del resultado del kit fue inequívoca (Figura 22). 
 
Figura 22. Etapa post-analítica: interpretación de la secuenciación directa versus kit Therascreen 
EGFR Mutation Test. El electroferograma (secuencia obtenida con el primer reverse) muestra la inserción 
V769-D770insASV en el exón 20 del gen EGFR: la baja intensidad de la señal correspondiente a la 
secuencia mutada puede hacer que se confunda con ruido de fondo (A). Curvas de amplificación 
correspondientes al mismo tumor analizado mediante PCR cuantitativa en tiempo real con el kit 
Therascreen EGFR Mutation Test: la diferencia de Ct entre el ensayo de la inserción y el ensayo control 
(∆Ct) queda por debajo del punto de corte establecido para dicho ensayo, permitiendo la clasificación de la 
muestra como mutada (B). 
 
4.3.3. Estudio de mutaciones en EGFR mediante inmunohistoquímica 
 
El estudio de mutaciones en EGFR mediante IHQ se realizó en 89 (65%) de los 136 
tumores debido a que, tras la realización de los análisis moleculares previos, se agotó el tejido del 
resto de los tumores incluidos en la serie. De acuerdo con los resultados obtenidos por 
secuenciación directa del producto de PCR, estos 89 tumores incluían 19 tumores mutados: 11 
con deleciones en el exón 19 (nueve correspondientes a la deleción típica de 15 nucleótidos E746-
A750 y dos complejas), cinco con la mutación puntual L858R en el exón 21 y tres con una 
inserción en el exón 20. Se contó además con el resultado del análisis con el kit Therascreen 
EGFR Mutation Test para 84 de estos tumores, incluyendo 16 de los 19 tumores con mutación en 
EGFR anteriormente indicados.  
La comparación de los resultados del análisis de mutaciones en EGFR mediante IHQ con 
los obtenidos por secuenciación directa y por el kit Therascreen EGFR Mutation Test se detallan 
en la Tabla 29. Todos los tumores caracterizados como wild-types por secuenciación directa o 
PCR cuantitativa en tiempo real fueron negativos para la tinción con ambos anticuerpos. La 
expresión del anticuerpo dirigido contra la deleción E746-A750 fue positiva en ocho de los nueve 
tumores en los que se identificó dicha alteración por secuenciación directa. Ninguno de los 
tumores caracterizados por presentar una deleción compleja en el exón 19 distinta de la típica de 
quince nucleótidos E746-A750 mostró positividad para este anticuerpo. Dado que el kit 
Therascreen EGFR Mutation Test no permite la distinción entre los distintos tipos de deleciones 




los del método basado en PCR cuantitativa en tiempo real, se evidenció que el anticuerpo 
detectaba la presencia de la mutación en seis de los nueve tumores mutantes analizados. Con 
respecto a la mutación puntual L858R, de los cinco tumores mutados identificados mediante 
secuenciación directa o PCR cuantitativa, sólo dos mostraron positividad para el anticuerpo 
específico. Ninguno de los tumores con inserción en el exón 20 fue positivo para ninguno de los 
dos anticuerpos, confirmando la especificidad de los mismos por las alteraciones de los exones 19 
y 21. Asimismo, no se observó reactividad cruzada de los anticuerpos, y ningún tumor mostró 
positividad para ambos. 
 
Tabla 29. Comparación de los resultados del análisis de mutaciones en el gen EGFR mediante 
inmunohistoquímica y secuenciación directa (A), o PCR cuantitativa en tiempo real (kit Therascreen 






WT: ausencia de mutaciones.  
* La tinción IHQ con el anticuerpo específico de la mutación L858R no fue valorable en el total de los tumores 
incluidos en el estudio de mutaciones en EGFR mediante técnicas basadas en PCR. 
 
El resultado del análisis inmunohistoquímico de los tumores mutados y su comparación 
con los resultados obtenidos por los métodos basados en PCR anteriormente descritos, se detallan 
en Tabla 30. En todos los casos, la intensidad de la tinción fue moderada o intensa (2+ y 3+). 
Curiosamente, los tumores positivos para el anticuerpo dirigido contra la deleción en el exón 19 
mostraron una tinción difusa, mientras que la tinción fue heterogénea en los tumores positivos 









Tabla 30. Análisis de mutaciones en EGFR mediante inmunohistoquímica, secuenciación directa y 
PCR cuantitativa en tiempo real (kit Therascreen EGFR Mutation Test) 
 
 
Para los anticuerpos se indica la intensidad de la tinción, el porcentaje de células inmunorreactivas (%), 
así como el resultado de la valoración 
WT: ausencia de mutaciones.  
NA: tumor no analizado por el kit Therascreen EGFR Mutation Test.  




Figura 23. Tinción inmunohistoquímica con anticuerpos específicos dirigidos contra 
formas mutadas de EGFR en NSCLCs. Tumor con mutación en el exón 19 que muestra 
positividad para el anticuerpo dirigido contra la deleción E746-A750 (A: 200x; B: 400x), y 
tumor con mutación en el exón 21 que presenta positividad para el anticuerpo L858R (C: 






4.3.4.    Estudio de sensibilidad 
 
Una vez completado el análisis de mutaciones mediante los tres métodos, se procedió a 
comparar la sensibilidad de la secuenciación directa y del kit Therascreen EGFR Mutation Test 
mediante la realización de diluciones seriadas de ADN procedente de cada tumor mutado en ADN 
procedente de un tumor no mutado. El estudio se llevó a cabo en los 19 tumores mutantes para los 
que se dispuso de ADN. Los resultados se resumen en la Tabla 30 y varios ejemplos 




Figura 24. Comparación de la sensibilidad de la secuenciación directa y del kit Therascreen EGFR 
Mutation Test para la detección de mutaciones en EGFR. El estudio de sensibilidad se realizó a partir de 
diluciones seriadas de ADN procedente de un tumor mutado en ADN procedente de un tumor sin mutación. Se 
muestra el resultado del análisis inicial con cada método (100%), así como el resultado del estudio de 
sensibilidad, los porcentajes indican la proporción relativa de ADN mutado en relación al ADN no mutado. Para 
la muestra S08-3853, el kit detectó la presencia de la deleción en el exón 19 cuando el ADN mutado representaba 
el 1% del ADN total (A), mientras que la secuenciación directa no pudo detectar la mutación en esta muestra 
cuando el ADN mutado representaba menos del 30% del ADN total (B). Para la detección de la mutación 
presente en la muestra S09-397 por el kit se requirió que la proporción relativa de ADN mutado fuera del 5% (C). 
El punto de corte establecido por el kit para definir la presencia de la mutación correspondiente deriva de análisis 
realizados con líneas celulares y construcciones sintéticas. 
 
El kit Therascreen EGFR Mutation Test detectó la presencia de mutaciones en EGFR en 
la mitad de los tumores cuando el porcentaje de ADN mutante con respecto al ADN no mutado 





un infiltrado inflamatorio linfocitario relevante y, curiosamente, todos presentaban un porcentaje 
de celularidad tumoral >40% (mediana = 59%, media = 60%, rango = 40-85%). Este método 
identificó la presencia de mutaciones cuando el ADN mutante representaba un 5% del ADN total 
analizado en todos los tumores estudiados (Tabla 31A, Figura 24C). Es interesante destacar que, 
de los tres tumores en los que se requirió una proporción de ADN mutado del 5% para la 
detección de la mutación, uno presentaba un porcentaje de celularidad tumoral relativamente bajo 
(30%), que no pudo enriquecerse por macrodisección al tratarse de una biopsia broncoscópica.  
 
Tabla 31. Sensibilidad de la detección de mutaciones en EGFR: comparación de la secuenciación 
directa versus PCR cuantitativa en tiempo real (kit Therascreen EGFR Mutation Test) 
 
ND: no determinado. 
a No se dispuso de cantidad suficiente de ADN de dos de los tumores mutados (deleción E746-A750) incluidos en 
la serie para la realización del estudio de sensibilidad.  
b El kit caracterizó como wild-type un tumor en el que la secuenciación directa identificó la inserción en el exón 
20 D770-N771insSVD al no estar diseñado para detectar esta mutación. 
 
La secuenciación directa del producto de PCR sólo fue capaz de detectar la presencia de 
mutaciones en EGFR cuando el ADN mutante representaba el 10% del ADN total en uno de los 
tumores analizados (Tabla 31A). Esta muestra correspondía a una pieza quirúrgica y tenía el 
mayor porcentaje de celularidad tumoral de la serie (95%). Se necesitó que el porcentaje de ADN 
mutante con respecto al ADN no mutado fuera de al menos un 30% para que la secuenciación 
directa pudiera detectar la mutación en la mayoría de los casos (12/19, 63%) (Tabla 31A, Figura 
24B). Sin embargo, es importante destacar que este método no fue capaz de detectar la presencia 




caracterizó por presentar el mayor grado de inflamación linfocitaria de la serie (75-80%) y otro 
correspondía al tumor con el que se obtuvo un resultado pobre en el estudio de sensibilidad con el 
kit (5%) debido al bajo porcentaje de celularidad tumoral (30%) que presentaba (Tabla 31A). 
Al considerar el estudio de sensibilidad en función de los distintos tipos de mutaciones 
características de EGFR, es importante destacar que para detectar la mutación puntual L858R se 
necesitó una mayor proporción de ADN mutado en relación con el ADN no mutado con ambos 
métodos. Ninguna de las mutaciones L858R se detectó a una dilución del 1% con el kit 
Therascreen EGFR Mutation Test, mientras que más del 70% de las deleciones en el exón 19 
caracterizadas se detectaron cuando el ADN mutado representaba sólo el 1% (Tabla 31B). En 
cuanto a la secuenciación directa, destaca que más del 60% de las deleciones se detectaron cuando 
la proporción relativa de ADN mutante respecto al ADN no mutado era del 30%, mientras que 
esto sólo ocurrió con el 40% de las mutaciones L858R. En consecuencia, no pudo establecerse el 
límite de sensibilidad por secuenciación directa para el 60% de los tumores que presentaban la 
mutación puntual L858R, mientras que el estudio de sensibilidad de las deleciones en el exón 19 
no fue concluyente sólo en el 36% de tumores (Tabla 31C). 
En relación con el estudio inmunohistoquímico, la sensibilidad y especificidad de los dos 
anticuerpos utilizados, así como su valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) se detallan 
en la Tabla 32. La especificidad de los dos anticuerpos pudo considerarse del 100%, tanto si se 
comparaban los resultados de la tinción con los obtenidos por secuenciación directa como por 
PCR cuantitativa en tiempo real (kit Therascreen EGFR Mutation Test). En cuanto a la 
sensibilidad, destaca que el anticuerpo dirigido contra la deleción E746-A750 presentó una 
sensibilidad próxima al 90% cuando se comparaba con los resultados obtenidos por secuenciación 
directa. No obstante, esta sensibilidad disminuyó aproximadamente al 73% si se consideraba el 
total de las deleciones detectadas por secuenciación directa. De forma similar, al comparar con los 
resultados obtenidos con el kit, que no permite discriminar entre los distintos tipos de deleciones 
identificadas en EGFR, la sensibilidad del anticuerpo específico de la deleción E746-A750 fue 
igualmente baja. Por otra parte, la sensibilidad del anticuerpo dirigido contra la mutación puntual 
L858R sólo alcanzó el 40%, tanto si se comparaba el resultado de la tinción con los de la 
secuenciación o con los del kit. Considerando globalmente ambos anticuerpos y los resultados de 
la secuenciación, la sensibilidad y la especificidad para la detección de las mutaciones dianas se 
situó en el 71.4% y el 100%, respectivamente. Si bien, la sensibilidad disminuiría hasta casi el 
50% si se tuvieran en cuenta las otras mutaciones identificadas en EGFR, incluidas las deleciones 
complejas en el exón 19 y las inserciones en el exón 20, tanto si se comparaban los resultados del 
estudio inmunohistoquímico con los de la secuenciación directa como con los del kit Therascreen 







Tabla 32. Características analíticas de los anticuerpos empleados en el estudio de mutaciones en 
EGFR mediante inmunohistoquímica en función de los resultados de secuenciación directa y de PCR 
cuantitativa en tiempo real (kit Therascreen EGFR Mutation Test) 
 
VPP: valor predictivo positivo. 



























5.1. ANÁLISIS DE PERFILES DE EXPRESIÓN GÉNICA EN CARCINOMAS DE 
PULMÓN NO MICROCÍTICOS 
 
5.1.1. Identificación de firmas genéticas asociadas con la histología de los 
carcinomas de pulmón no microcíticos  
 
El análisis de los perfiles de expresión génica se ha convertido en una herramienta valiosa 
para la investigación en cáncer al permitir una mayor precisión en la caracterización y 
clasificación de los distintos tipos tumorales (Meyerson et al., 2005). En concordancia con 
observaciones previas (Borczuk et al., 2003; Kikuchi et al., 2003; Parmigiani et al., 2004; 
Nakamura et al., 2006; Takeuchi et al., 2006), nuestro análisis no supervisado agrupó los 
NSCLCs según su histología, separando de forma clara ACs de SCCs, y evidenciando la 
existencia de una firma genética característica de cada tipo histológico. Este consenso entre 
diferentes estudios, incluso cuando el análisis se realiza con plataformas distintas, subraya lo 
diferente que son ambas histologías. La confirmación de que ACs y SCCs son entidades bien 
definidas no sorprende si se tiene en cuenta que cada tipo de carcinoma de pulmón procede de 
células de distinto origen embrionario, surge en distintas localizaciones y presenta alteraciones 
genéticas específicas (Travis et al., 2004). 
 La identificación de nuevos marcadores que permitan una discriminación más precisa 
entre ACs y SCCs, especialmente cuando sólo se dispone de biopsias pequeñas para su 
diagnóstico, tiene cada vez mayor importancia ya que, como se ha indicado anteriormente, 
muchos de los agentes terapéuticos que se emplean actualmente para el tratamiento del cáncer de 
pulmón muestran una acción preferente en un tipo histológico concreto (Langer et al., 2010). El 
análisis supervisado aquí presentado evidenció que los SCCs muestran altos niveles de expresión 
de un mayor número de genes que los ACs, incluyendo algunos que codifican proteínas, como las 
queratinas, que ya se utilizan en los departamentos de Anatomía Patológica como marcadores 
para el diagnóstico diferencial de los carcinomas de pulmón. También se confirmaron 
observaciones previas que mostraban un mayor nivel de expresión de los genes SPRR, GPX2, 
CSTA, FABP5 y P63 en SCCs en comparación con ACs y pulmón normal (Nacht et al., 2001; 
Wigle et al., 2002; Borczuk et al., 2003; Parmigiani et al., 2004). De entre los genes que 
constituyeron la firma genética de los SCCs destacaron, por su elevada expresión relativa, DSC3 
(desmocollina 3) y PKP1 (plakofilina), que codifican componentes de los desmosomas, una de las 
estructuras características de diferenciación epidermoide. Los niveles de expresión de ambos 
genes en SCCs fueron 20 veces superiores a los presentados por ACs y pulmón normal por lo que 
podrían incorporarse al catálogo de marcadores disponibles para un diagnóstico diferencial más 





carcinomas de pulmón fue validada, a la luz de nuestros resultados, por un grupo de 
investigadores independiente (Monica et al, 2009).  
 
5.1.2. Identificación de firmas genéticas asociadas con alteraciones en genes 
relevantes en carcinomas de pulmón no microcíticos  
 
Otro hallazgo significativo del presente análisis no supervisado fue que los ACs 
portadores de mutaciones en el gen EGFR constituyeron un grupo diferenciado, lo que supone 
una nueva evidencia de que los ACs con estas mutaciones representan una entidad bien definida y 
diferenciada con respecto a otros ACs de pulmón. De hecho, desde el descubrimiento de las 
mutaciones en el gen EGFR y su relación con la respuesta a ITKs dirigidos contra EGFR en 
cáncer de pulmón, estos tumores han sido considerados un grupo bien definido dentro de los ACs, 
con una etiología y unas características clínico-patológicas que los diferencian de los ACs con 
EGFR wild-type (Yatabe et al., 2005; Conde et al., 2006; Takeuchi et al., 2006). Otros estudios de 
expresión génica han definido subtipos dentro de los ACs de pulmón que son consistentes con los 
hallazgos aquí presentados, como el “bronquioide”, que incluye a la mayoría de los ACs con 
características histológicas bronquioloalveolares y mutaciones en EGFR (Hayes et al., 2006). En 
línea con las observaciones derivadas del análisis no supervisado, la existencia de una firma 
genética característica de los ACs con mutaciones en EGFR se evidenció de forma clara en el 
análisis supervisado, destacando la marcada sobreexpresión de PRODH. El enzima codificado por 
este gen media la apoptosis inducida por p53 en cáncer de pulmón y participa en la regulación de 
la vía KRAS/MEK/ERK (Liu et al., 2006), lo que indica que la presencia de mutaciones en EGFR 
desregula los procesos celulares de transducción de señales y apoptosis. Otros autores, tras 
analizar los perfiles de expresión génica de tumores de pulmón de pacientes de origen asiático, 
encontraron una firma genética característica de los ACs con mutaciones en EGFR diferente a la 
aquí presentada (Takeuchi et al., 2006). El hecho de que, por razones que aún no se conocen bien, 
los tumores de pulmón de individuos asiáticos presentan una mayor frecuencia de mutaciones en 
el gen EGFR, y el uso de distintas plataformas de microarrays, podrían explicar la falta de 
concordancia entre resultados. Además, es importante señalar que los genes identificados en el 
citado estudio no están incluidos en el CNIO OncoChip v.2, plataforma de microarrays utilizada 
en el presente trabajo. Por otro lado, la existencia de una firma genética característica de tumores 
portadores de alteraciones en otros genes relevantes para la carcinogénesis pulmonar, como TP53 
o KRAS, no resultó tan evidente. Otros autores tampoco han identificado un patrón de expresión 
común en ACs con mutaciones en KRAS (Beer et al., 2002; Sweet-Cordero et al., 2005; Takeuchi 
et al., 2006). La existencia de alteraciones en genes funcionalmente equivalentes podría explicar 
la ausencia de una firma genética asociada a mutaciones en TP53 o KRAS. Además hay que 




para poder estudiar luego diferencias en la expresión génica entre tumores portadores o no de 
mutaciones. Por un lado, la detección de mutaciones en tumores primarios puede verse afectada 
por la contaminación por células normales. Por otro lado, la existencia de mutaciones en regiones 
distintas de las caracterizadas como hot spots (el análisis mutacional realizado en el presente 
estudio se centró únicamente en estas regiones), podría conducir a resultados falsos negativos si el 
análisis no incluye todo el gen. En cualquier caso, la identificación de una firma genética asociada 
con la presencia de mutaciones en EGFR o en otros genes podría contribuir a mejorar los modelos 
predictivos, basados en firmas genéticas, especialmente tras la exposición a un agente terapéutico. 
El análisis global de la expresión génica también permitió la identificación de un grupo de 
genes sobreexpresados en la región 3q26, que incluía a PIK3CA.  Se han descrito alteraciones en 
el gen PIK3CA en distintos tipos tumorales, como cáncer de colon, mama o sistema nervioso, y su 
papel como oncogén es reconocido (Shayesteh et al., 1999; Campbell et al., 2004; Samuels et al., 
2004; Levine et al., 2005; García-Rostán et al., 2005). En cáncer de pulmón, las mutaciones 
activadoras de PIK3CA son poco frecuentes, mientras que la amplificación de la región 
cromosómica 3q22-q26 es una de las alteraciones más comunes, especialmente en SCCs (Massion 
et al., 2002; Samuels et al., 2004; Kawano et al., 2006; Kawano et al., 2007; Okudela et al., 2007; 
Yamamoto et al., 2008). Nuestros resultados confirmaron que el incremento en la expresión de 
PIK3CA observado se debe a su amplificación génica, y que esta alteración ocurre 
preferentemente en SCCs, lo que apoyaría la naturaleza oncogénica de esta alteración. Otros 
autores han señalado otras posibles dianas del amplicón de la región 3q26, como el oncogén 
EVI1, sugiriendo un importante papel en la carcinogénesis pulmonar (Yokoi et al., 2003; Kim et 
al., 2005). Sin embargo, al comparar nuestros resultados del análisis de FISH con los datos de 
expresión de los genes presentes en esa región, PIK3CA mostró la correlación más estrecha entre 
la amplificación y sobreexpresión génica, lo que apoya su papel como diana del amplicón.  
Considerando globalmente los resultados del análisis de la expresión génica, es 
interesante destacar la utilidad de la información derivada de estos estudios ya que contribuye a 
un mejor conocimiento de las alteraciones moleculares subyacentes al desarrollo de los tumores, 
permitiendo además identificar nuevos subtipos y predecir su evolución clínica. No obstante, 
estos análisis deben interpretarse con cautela, ya que la desproporción entre el número de 
muestras analizadas y el número de genes evaluados puede hacer que se consideren como 
relevantes firmas genéticas o marcadores diferencialemente expresados por azar (Simon et al., 
2003). En este año, se han encontrado ejemplos de interpretaciones erróneas derivadas de estudios 
de microarrays que han obligado publicar retracciones de trabajos previos (Bonnefoi et al., 2011; 
Potti et al., 2011a; Potti et al., 2011b; Hsu et al., 2011). Se evidencia así la necesidad de validar, 
en series independientes y con diferentes metodologías, los resultados obtenidos antes de 
incorporar esas firmas genéticas al catálogo de alteraciones moleculares características de un 





anteriormente, los marcadores asociados con la histología identificados en nuestro estudio 
incluyen algunos previamente caracterizados y otros nuevos que han sido validados 
posteriormente por grupos independientes. Además, como parte de un proceso de validación 
interna, dos de las observaciones más relevantes de nuestro estudio de microarrays, la 
sobreexpresión de P63 y la amplificación de PIK3CA, se analizaron en profundidad como parte 
del estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en NSCLCs. Por su parte, la posible 
firma genética asociada con la presencia de mutaciones en EGFR tendría que ser asimismo 
validada. 
 
5.2. ESTUDIO DE DIANAS TERAPÉUTICAS Y MARCADORES PREDICTIVOS EN 
CARCINOMAS DE PULMÓN NO MICROCÍTICOS 
 
5.2.1. Valor de la expresión proteica de P63 en la clasificación histológica de los 
carcinomas de pulmón no microcíticos 
 
En la actualidad, en el contexto de las terapias dirigidas, para el tratamiento personalizado 
del cáncer de pulmón es necesario establecer, en primer lugar,  un diagnóstico preciso del tumor. 
Como se ha indicado anteriormente, existe una necesidad real de discriminar de forma precisa 
entre SCCs y no-SCCs. En el estudio de microarrays descrito se identificó una firma genética 
característica de los SCCs, en la que destacaba la marcada expresión de DSC3 o PKP1. Diversos 
estudios, basados en el análisis de la expresión génica o proteica, han demostrado que la 
sobreexpresión del gen P63, uno de los marcadores de diferenciación epidermoide más 
reconocido y que también se incluía en la firma genética identificada en nuestro estudio, es 
característica de los SCCs de pulmón (Bhattacharjee et al., 2001; Garber et al., 2001; Borczuk et 
al., 2003; Amatschek et al., 2004; Au et al., 2004a; Ullmann et al., 2004; Hou et al., 2010). 
Aunque la diferencia de expresión de P63 entre ACs y SCCs no alcanzó los niveles observados de 
DSC3 o PKP1, se eligió como marcador a la hora validar en una serie clínica los resultados 
previos y confirmar su utilidad para identificar de forma precisa los SCCs de pulmón, ya que su 
tinción nuclear es reproducible y el anticuerpo está disponible en los departamentos de Anatomía 
Patológica puesto que se utiliza de forma rutinaria para diferenciar, entre otros, los carcinomas in 
situ de los infiltrantes en cáncer de mama y de próstata (Kaufmann et al., 2001; Werling et al., 
2003; Shah et al., 2004).  
Los resultados aquí presentados ponen de manifiesto la utilidad de la expresión proteica 
de P63 estudiada mediante IHQ a la hora de reducir la categoría de LCCs diagnosticados en 
piezas quirúrgicas. La mitad de los carcinomas clasificados inicialmente como LCCs pudieron 
reclasificarse como SCCs en base a la expresión de P63. A la hora de trasladar a la clínica estas 




consecuencia el punto de corte para considerar su positividad con respecto al criterio de 
valoración seguido en el estudio de microarrays. Aunque en la literatura se ha descrito que cierto 
porcentaje de ACs puede expresar P63, es un hecho que la negatividad para este marcador se 
considera característica de ACs (Pelosi et al., 2002; Au et al., 2004b; Massion et al., 2003; Sheikh 
et al., 2004; Kargi et al., 2007; Rodig et al., 2009; Lebanony et al., 2009). La positividad mostrada 
por algunos ACs puede explicarse por la variabilidad inherente al proceso de IHQ, que se deriva 
de la selección de anticuerpos utilizados y de los diferentes criterios de valoración. De acuerdo 
con otros autores (Wu et al., 2003), en el presente trabajo cualquier tinción débil o focal de P63 se 
consideró como no específica y se restringió la positividad a los casos que presentaron una tinción 
intensa en más del 50% de células tumorales. El uso de esta valoración hizo que menos ACs sean 
positivos para P63, tal y como han demostrado otros estudios (Ang et al., 2010). Estos autores 
demuestran que los ACs raramente (1.6%) muestran una tinción difusa (>50% de células 
tumorales) para P63, pudiendo presentar, no obstante, tinción focal (<20% de células tumorales). 
En nuestro estudio,  la especificidad resultó aún mayor ya que ninguno de los LCCs reclasificados 
como ACs expresaba P63. 
Se han propuesto otros abordajes para mejorar la clasificación de los carcinomas de 
pulmón: el empleo de una combinación de marcadores de uso común en los departamento de 
Anatomía Patológica, como CD63, P63, CD56, TTF-1, CK 5/6, TRIM29, CEACAM5, SLC7A5 y 
MUC1, entre otros (Kargi et al., 2007; Ring et al., 2009; Pardo et al., 2009; Kim et al., 2010; 
Terry et al., 2010; Nicholson et al., 2010; Loo et al., 2010); la utilización de nuevos marcadores 
asociados con diferenciación epidermoide o glandular, como DSC3 (Angulo et al., 2008; Monica 
et al., 2009) o NTRK1 y 2 (Terry et al., 2010); e incluso la expresión de micro-ARNs (Lebanony 
et al., 2009). El uso de un número elevado de marcadores puede suponer una mayor especificidad 
pero también dificulta su aplicación en la clínica debido a lo limitado del material disponible para 
el diagnóstico en cáncer de pulmón, especialmente cuando se trata de biopsias broncoscópicas o 
con aguja gruesa. Frente a estos abordajes, el presente trabajo propone el uso de sólo dos 
anticuerpos (P63 y TTF1) para un diagnóstico diferencial entre ACs y SCCs. Curiosamente, otro 
grupo ha llegado a conclusiones similares aunque los resultados concretos no han sido facilitados 
(Rossi et al., 2009). En el contexto de las terapias dirigidas, la aplicación de esta aproximación en 
la práctica clínica sería realista. El llegar a un diagnóstico empleando el menor número posible de 
marcadores permitiría garantizar la mayor disponibilidad de material para la caracterización 
molecular del tumor, y se podría priorizar así el estudio de aquellas alteraciones genéticas más 
relevantes asociadas con la respuesta a fármacos en ese tipo histológico concreto (Langer et al., 
2010; Travis et al., 2010). Este abordaje podría aplicarse además en todos aquellos contextos en 
los que, al valorarse una eventual terapia que esté o no indicada para un tipo histológico concreto, 
no pueda aceptarse un diagnóstico no específico de carcinoma de pulmón. La IHQ de P63, 





aplicarse no sólo a las piezas quirúrgicas diagnosticadas de LCC, sino también a las biopsias 
pequeñas con un diagnóstico de carcinoma NOS (Conde et al., 2010; Terry et al., 2010; Nicholson 
et al., 2010; Loo et al., 2010). Así, al contribuir a un diagnóstico histológico preciso y 
reproducible, optimizaría significativamente el uso de terapias dirigidas. 
 
5.2.2. Estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos en carcinomas de 
pulmón no microcíticos 
 
El establecimiento de un diagnóstico histológico preciso representa una primera etapa y, 
en ningún caso, la histología ha de considerarse un marcador predictivo concluyente. Tras 
establecer el diagnóstico será necesario analizar los marcadores moleculares oportunos, tal y 
como se ha realizado en el presente trabajo, para seleccionar la terapia más adecuada.  
 
5.2.2.1.   EGFR 
 
La identificación de la mutaciones somáticas en el gen EGFR en NSCLCs y su valor 
predictivo de respuesta a ITKs dirigidos contra EGFR ha supuesto el avance terapéutico más 
importante en cáncer de pulmón de las últimas décadas (Lynch et al., 2004; Pao et al., 2004; Paez 
et al., 2004). EGFR es uno de los miembros de la familia de receptores con actividad tirosina 
quinasa conocidos globalmente como ErbB, y participa en el control de la proliferación y la 
supervivencia celular a través de la activación de las vías KRAS/MEK/ERK y PI3K/AKT/mTOR. 
En NSCLCs, y en otros tipos tumorales, se han descrito tres mecanismos moleculares 
responsables de la desregulación de su función y que inducen la carcinogénesis: mutaciones, 
amplificación génica y sobreexpresión de la proteína (Holbro et al., 2003). Estas tres alteraciones 
se han contemplado como posibles marcadores de respuesta a los ITKs. A pesar de que el debate 
sobre los criterios de selección de pacientes para el tratamiento con ITKs dirigidos contra EGFR 
ha sido intenso (Johnson & Jänne, 2005), y que algunos estudios parecen demostrar cierto 
solapamiento entre los tres tipos de alteraciones (Coate et al., 2009), los resultados que apoyarían 
un valor predictivo de la amplificación o de la sobreexpresión de EGFR no son concluyentes 
(Tsao et al., 2005; Cappuzzo et al., 2005; Hirsch et al., 2006), mientras que las mutaciones son las 
que mejor se asocian con la respuesta a ITKs y se consideran, por tanto, el marcador predictivo 
por excelencia (Mitsudomi et al., 2005; Sequist et al., 2008; Mok et al., 2009; Rosell et al., 2009, 
Rosell et al., 2011). La importancia de este hallazgo ha hecho que sea necesario determinar la 
frecuencia de esta alteración y caracterizar adecuadamente su contexto clínico, 
anatomopatológico y molecular. El análisis de mutaciones en el gen EGFR en la serie de NSCLCs 
sobre la que se ha realizado el presente estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos 




origen caucásico (~15%). Esta diferencia podría justificarse en el hecho de que se trata de una 
serie de tumores en estadios iniciales, mientras que los estudios retrospectivos y prospectivos que 
se han realizado hasta el momento corresponden en su mayoría  a tumores en estadios avanzados 
(Shepherd et al., 2005; Thatcher et al., 2005; Mok et al., 2009; Rosell et al., 2009; Mitsudomi et 
al., 2010; Rosell et al., 2011). Nuestros resultados no mostraron ningún significado pronóstico de 
la presencia de estas mutaciones, posiblemente debido al limitado número de tumores analizados 
y de mutaciones encontradas. El valor pronóstico y predictivo de las mutaciones en EGFR en 
estadios iniciales aún no está definido (Mok, 2011), aunque todo apunta a una confirmación de lo 
observado en NSCLCs avanzado (Kosaka et al., 2009).  
Por otro lado, y de acuerdo con resultados previos (Kosaka et al., 2004; Shigematsu et al., 
2005; Conde et al., 2006; Onitsuka et al., 2010), ninguno de los tumores analizados presentó 
simultáneamente mutaciones en los genes EGFR, KRAS y BRAF, confirmándose la naturaleza 
mutuamenre excluyente de estas alteraciones. Este hecho apoyaría la hipótesis ampliamente 
aceptada de que solamente es necesario que un componente de una vía de señalización esté 
alterado para que tenga lugar la transformación celular y se produzca su expansión clonal.  
Tal y como se indicaba anteriormente, diferentes estudios realizados han evidenciado que 
las mutaciones en EGFR son más comunes en ciertos grupos de pacientes: mujeres, no fumadores 
y con tumores con un patrón de crecimiento específico (bronquioloalveolar o papilar, según la 
última clasificación de la OMS, Travis et al., 2004) (Yatabe et al., 2005; Conde et al., 2006; 
Takeuchi et al., 2006). Nuestros resultados, a pesar de no alcanzar la significación estadística, 
confirmaron la mayor incidencia de estas mutaciones en mujeres no fumadoras, no observándose 
en cambio ninguna correlación con características histológicas de los tumores, posiblemente 
debido al bajo número de tumores mutados. A pesar de que las características clínicas pueden 
ayudar a identificar pacientes que con mayor probabilidad pueden presentar mutaciones en EGFR, 
en ningún caso podrían ser consideradas criterios de selección de pacientes para una eventual 
terapia basada en ITKs ni reemplazar al análisis genético, ya que un número significativo de 
pacientes portadores de mutaciones presentan características clínicas diferentes a las 
anteriormente mencionadas (Rosell et al., 2009). 
Además de los primeros ITKs erlotinib y gefitinib, y de la nueva generación de 
inhibidores irreversibles (Kwak et al., 2005; Engelman et al., 2007b; Li et al., 2008b; Sequist et 
al., 2010), se está contemplando el uso de otros fármacos dirigidos contra este receptor en 
NSCLCs, tales como el anticuerpo monoclonal cetuximab. Aunque los ensayos fase II en 
NSCLCs con este agente, ya aprobado para su uso en carcinomas de colon (Van Cutsem et al., 
2009) o de cabeza y cuello (Bonner et al., 2006), no parecían mostrar diferencias en la 
supervivencia de los pacientes en comparación con la quimioterapia convencional, los últimos 
resultados de un ensayo fase III demuestran el beneficio en la supervivencia de la administración 





allá de sus implicaciones terapéuticas, estos resultados son relevantes porque demuestran que la 
expresión del receptor, que no presenta valor predictivo en relación con los ITKs, sí parece 
tenerlo en relación con los anticuerpos monoclonales. Se confirmaría así el diferente mecanismo 
de acción de ambos tipos de fármacos y se demostraría que todas las alteraciones moleculares 
descritas en un tumor pueden tener implicaciones en su tratamiento. Cada una de ellas parece ser 
característica de subgrupos moleculares diferentes y bien definidos en NSCLCs, por lo que 
pueden ser utilizadas en la selección de pacientes, según el contexto clínico, para la 
administración de distintos agentes terapéuticos dirigidos. 
 
5.2.2.2.   KRAS 
  
Con respecto al gen KRAS, la frecuencia de mutaciones encontrada (13.7%) fue similar a 
la descrita en ACs de pulmón (10-30%). Es interesante destacar que las transversiones tipo G a T, 
mayoritarias en esta y en otras series, corresponden a los cambios característicos de los ACs de 
pulmón de fumadores y representan una firma molecular de los efectos carcinogénicos del tabaco 
(Ahrendt et al., 2001). Nuestros resultados confirman la prevalencia de las mutaciones de KRAS 
en fumadores, si bien hay estudios que demuestran que estas mutaciones también aparecen en un 
porcentaje significativo de pacientes no fumadores (Riely et al., 2008), lo que indica nuevamente 
que las características clínicas no deben suponer un sesgo a la hora de identificar a los pacientes 
en los que realizar el análisis de una alteración genética que pueda ser relevante desde el punto de 
vista terapéutico.  
En cáncer de pulmón, la presencia de mutaciones en KRAS se asocia con un peor 
pronóstico (Shepherd et al., 2005; Zhu et al., 2008), observación que parecen confirmar nuestros 
resultados. Por otra parte, su presencia se asocia con resistencia primaria a ITKs dirigidos contra 
EGFR (Pao et al., 2005). En este sentido, diversos ensayos han demostrado una peor respuesta a 
estos inhibidores en pacientes con mutaciones en KRAS, comparable a la observada en ausencia 
de mutaciones en EGFR (Shepherd et al., 2005; Hirsch et al., 2006; Zhu et al., 2008). De estos 
trabajos se deduce que, en el campo de los marcadores predictivos, tan importante es seleccionar a 
los pacientes que se van a beneficiar de una terapia como aquéllos en los que el tratamiento no va 
a ser eficaz (Shepherd & Tsao, 2010). Así, el impacto clínico de las mutaciones en KRAS estaría 
en que su presencia, tal y como confirman algunos de nuestros resultados, parece excluir la de 
otras alteraciones, como las mutaciones en EGFR o la amplificación de MET, o la translocación 
de ALK, tal y como se describe en la literatura (Roberts et al., 2010). No obstante, dado que aún 
no hay datos consistentes sobre el efecto de las mutaciones de KRAS sobre la supervivencia global 
de los pacientes tratados con ITKs, es necesario establecer con mayor precisión el valor predictivo 
real de estas mutaciones, no sólo en relación con los ITKs, sino también con los anticuerpos 




que ocurre en cáncer de colon metastásico, el valor predictivo de las mutaciones de KRAS para la 
selección de pacientes para el tratamiento con estos anticuerpos en cáncer de pulmón no se ha 
demostrado (Khambata-Ford et al., 2010; O'Byrne et al. 2011).  Quizás la justificación a esta 
diferencia pueda encontrarse en el diferente patrón de mutaciones que presenta este gen en ambos 
tipos tumorales o a diferencias en los mecanismos de activación de las vías de señalización 
controladas por KRAS en cada tumor: MEK/ERK y PI3K/AKT/mTOR (Shepherd & Tsao, 2010).  
Más allá del papel de las mutaciones de KRAS como marcador predictivo en el contexto 
de las terapias dirigidas, parece claro que su presencia define un grupo de ACs de pulmón. 
Además, dado que tiene un papel clave en el control de las vías de señalización que regulan la 
proliferación y la supervivencia celular, y que estas mutaciones conducen a su activación 
constitutiva y a la desregulación de estos procesos celulares con la consiguiente transformación 
celular (Malumbres & Barbacid, 2003), KRAS parece representar una diana atractiva para el 
tratamiento de tumores y, en particular, de ACs de pulmón con mutaciones en este gen. A pesar 
de los esfuerzos realizados para el desarrollo de inhibidores, de momento no hay drogas dirigidas 
eficaces que tengan como diana KRAS. Por ello se están evaluando en ensayos clínicos como 
posibles dianas componentes de las dos principales vías efectoras de KRAS: MEK/ERK y 
PI3K/AKT/mTOR. Algunos abordajes realizados en líneas celulares parecen prometedores, como 
la inhibición conjunta de ambas vías (Engelman et al., 2008; Sos et al., 2009). Quizás se obtengan 
resultados más prometedores una vez que se identifiquen todas las proteínas activadas por KRAS. 
Recientes estudios preclínicos, en líneas celulares o modelos murinos, han permitido identificar 
proteínas que son claves en la señalización mediada por las mutaciones de KRAS, como CRAF 
(Blasco et al., 2011) o CDK4 (Puyol et al., 2010), y otras que parecen establecer una dependencia 
funcional con las mutaciones de KRAS, como STK33 (Scholl et al., 2009) o TBK1 (Barbie et al., 
2009), de manera que la inhibición de estas proteínas en este contexto oncogénico puede conducir 
a la muerte celular. Todas estas proteínas podrían convertirse, por tanto, en dianas para el diseño 
de fármacos dirigidos que sean eficaces en NSCLCs inducidos por la activación de KRAS. 
 
5.2.2.3.   BRAF 
 
La frecuencia de mutaciones en el gen BRAF identificada en esta serie (4.1%) fue similar 
a la descrita en otros estudios (<5%). Se confirmaron observaciones previas que indican que la 
mayoría de las mutaciones descritas en el dominio quinasa no se corresponden con el cambio 
V600E. De hecho ninguna de las mutaciones caracterizadas en esta serie fue V600E, mientras que 
en otros tumores donde la prevalencia de mutaciones en BRAF es relevante como melanoma (50-
70%), cáncer de colon (15%) o de tiroides (30%), este cambio es el más frecuente (90%) (Davies 
et al., 2002). Asimismo, se confirmó la relación entre el hábito tabáquico y las mutaciones de 





identificados en esta serie y en trabajos previos, se asocian con los efectos carcinogénicos del 
tabaco (Davies et al., 2002; Brose et al., 2002; Paik et al., 2011). Al analizar el contexto clínico-
patológico en el que aparecen las mutaciones de BRAF, nuestros resultados también confirmaron 
el carácter mutuamente excluyente de las mutaciones en BRAF, KRAS y EGFR (Paik et al., 2011). 
La posible asociación entre la presencia de mutaciones en BRAF y un patrón de crecimiento 
micropapilar observada por otros autores (Travis et al., 2011), no ha podido confirmarse debido al 
bajo número de casos mutados encontrado en esta serie. 
Las proteínas de la familia RAF (ARAF, BRAF, CRAF) poseen actividad quinasa 
específica de residuos de serina y treonina. Actúan como efectores de las proteínas RAS, 
mediando la activación de la vía MEK/ERK, que controla los procesos de proliferación o 
supervivencia celular. La mayoría de las mutaciones descritas en cáncer ocurren en el gen BRAF y 
parecen desempeñar, junto con otras alteraciones, un papel relevante en estadios iniciales de la 
carcinogénesis contribuyendo a su progresión y mantenimiento (Davies et al., 2002). La mayoría 
de las mutaciones descritas en BRAF conducen a la activación constitutiva de la proteína y, en 
consecuencia, a la estimulación continua de la vía MEK/ERK. Incluso aquellas mutaciones que 
parecen provocar una disminución en la actividad de BRAF conducen a la activación de la vía 
MEK/ERK a través de CRAF (Halilovic and Solit, 2008). La inactivación de BRAF bloquea la 
proliferación e induce la apoptosis de células tumorales, por lo que se ha convertido en una 
atractiva diana terapéutica. Se han hecho considerables esfuerzos para desarrollar inhibidores 
dirigidos contra BRAF, o algunos de sus efectores, que puedan ser eficaces en el tratamiento de 
tumores en los que la vía de señalización MEK/ERK está activa como consecuencia de las 
mutaciones en este gen. Existen datos preclínicos, que están siendo comprobados actualmente en 
ensayos clínicos en cáncer de pulmón, que sugieren que las mutaciones de BRAF podrían predecir 
sensibilidad a inhibidores de la vía MEK/ERK que actúan sobre las proteínas BRAF o MEK 
(Solit et al., 2006; Halilovic and Solit, 2008), como sorafenib, un agente antiangiogénico que 
actúa sobre distintas quinasas (RAF, PDGFR, CKIT y VEGFR). Pero quizás los resultados más 
prometedores corresponden al fármaco PLX4032, un inhibidor selectivo de BRAF que presenta 
una marcada actividad en melanoma metastásico portador de mutaciones V600E (Flaherty et al., 
2010; Chapman et al., 2011). La mayoría de los ensayos clínicos se están realizando en melanoma 
debido a la elevada frecuencia de mutaciones en BRAF presente en este tumor. Aunque en cáncer 
de pulmón la frecuencia es significativamente menor, las mutaciones en BRAF parecen identificar 
claramente un subgrupo de tumores que podrían ser sensibles a un inhibidor selectivo de este tipo. 
No obstante, la menor incidencia de mutaciones V600E en cáncer de pulmón debe ser tenida en 
cuenta, ya que la actual generación de inhibidores de BRAF se ha desarrollado para actuar 
selectivamente sobre la proteína activada por la presencia de esta mutación en concreto. Dado que 
la carcinogénesis pulmonar relacionada con BRAF parece cualitativamente diferente a la de los 




diferentes a la V600E (Yang et al., 2010), y determinar si también pueden representar dianas de 
estos o de otros fármacos (Paik et al., 2011). De hecho, la diferente respuesta a un determinado 
agente terapéutico en presencia de distintos tipos de mutaciones caracterizadas en un mismo gen, 
se ha observado en otros genes como EGFR (Riely et al., 2006; Sharma et al., 2007; De Pas et al., 
2011). 
 
5.2.2.4.   PIK3CA 
 
En relación con las alteraciones en el gen PIK3CA se observó una clara prevalencia de las 
mutaciones en SCCs. Considerando globalmente todos los tumores analizados, es interesante 
destacar que la frecuencia de mutaciones identificada (6.9%) fue ligeramente superior a la 
identificada en la serie sobre la que se realizó el estudio de la expresión génica (2.5%) y a la 
descrita previamente en cáncer de pulmón (<5%) (Samuels et al., 2004; Kawano et al., 2006; 
Okudela et al., 2007; Yamamoto et al., 2008), pero se mantuvo por debajo de la identificada en 
otros carcinomas epidermoides como los de cabeza y cuello (Qiu et al., 2006) o esófago (Phillips 
et al., 2006), donde supera el 10%. La mayor frecuencia de mutaciones identificada podría 
explicarse por la asociación existente con la histología epidermoide, ya que la proporción de 
SCCs en esta serie fue tres veces superior a la presente en la serie sobre la que se realizó el 
análisis de microarrays. Otro aspecto importante al comparar los resultados obtenidos en ambos 
estudios fue que la mayoría de las mutaciones identificadas en la serie sobre la que se realizó el 
estudio de dianas terapéuticas y marcadores predictivos se localizaron en los codones 
caracterizados como puntos caliente (542, 545 y 1047), mientras que el bajo número de 
mutaciones identificadas en la serie anterior no permitió constatar esta observación. Además, 
considerando los resultados de ambas series, es interesante señalar que las dos mutaciones 
identificadas en ACs (M1043I y R524K) o bien corresponden a las menos frecuentes o bien no 
habían sido previamente caracterizadas en cáncer de pulmón 
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). En ambos casos, su presencia y la naturaleza 
somática de las mismas fueron confirmadas en productos de PCR independientes y al no estar 
presente en el tejido normal de cada uno de los pacientes. Estos resultados parecen sugerir 
diferencias en el patrón de mutaciones de PIK3CA en función del tipo histológico dentro de los 
carcinomas de pulmón, pudiendo implicar además diferencias en su naturaleza oncogénica. En 
relación con la presencia de mutaciones de PIK3CA en ACs, en estos dos tumores no se 
encontraron mutaciones en ninguno de los otros genes analizados. Estudios previos apuntan a la 
posible coexistencia entre mutaciones en PIK3CA y EGFR, por ejemplo (Kawano et al., 2006); no 
obstante, el reducido número de ACs con mutaciones en PIK3CA identificado en ambas series no 





La frecuencia de amplificación del gen PIK3CA (38%) en SCCs fue similar a la 
identificada en la serie sobre la que se realizó el estudio de la expresión génica (42%) y a la 
descrita en estudios previos (Massion et al., 2002; Kawano et al 2007; Okudela et al., 2007; 
Yamamoto et al., 2008). Esta concordancia, a pesar de las diferencias existentes entre los métodos 
empleados para el análisis y la naturaleza de las poblaciones estudiadas, parece confirmar la 
prevalencia de esta alteración en este tipo histológico dentro de los NSCLCs y apoyaría un 
importante papel en el desarrollo de estos tumores. En este sentido, es interesante destacar la 
importancia de unificar el criterio para caracterizar alteraciones como la amplificación génica. En 
el estudio de la expresión génica, en el que se utilizaron sondas derivadas de BACs, se encontró 
que sólo un incremento en el número de copias del gen por encima de siete resultaba en 
sobreexpresión concomitante, por lo que se estableció ese número de copias de PIK3CA como 
punto de corte para definir la amplificación. En el estudio de dianas terapéuticas y marcadores 
predictivos en NSCLCs se utilizó una sonda comercial y se estableció, en consecuencia, como 
punto de corte el ratio PIK3CA/CEP3 >2, encontrándose que la mayoría de los tumores 
amplificados tenían siete o más copias del gen por núcleo, por lo que los resultados obtenidos 
previamente se confirmaron. Esta concordancia apoya la validez del ratio PIK3CA/CEP3 >2 
como criterio para definir la amplificación génica de PIK3CA. 
La relación entre las mutaciones de PIK3CA y la amplificación génica debe ser 
caracterizada en profundidad. Si bien nuestros resultados no mostraron que ambas alteraciones 
fueran mutuamente excluyentes, el número de tumores (3/115, 2.6%) que presentaron ambas 
alteraciones fue muy bajo en comparación con la observada en otros genes. Alrededor del 60% de 
los tumores con amplificación de EGFR presentan también mutaciones en el gen (Cappuzzo et al., 
2005; Conde et al., 2006). El significado biológico de la posible coexistencia de ambas 
alteraciones no se conoce del todo, si bien el número de copias de PIK3CA identificado en los 
tumores que presentaban conjuntamente una mutación fue lo suficientemente alto como para 
pensar que sea un evento molecular que se origina al azar. Otra cuestión importante sería 
determinar si la amplificación es selectiva del alelo mutado o del wild-type. Por otro lado, el 
hecho de que la coexistencia entre amplificación y mutación sólo se haya encontrado en el caso de 
las mutaciones localizadas en el exón 9, podría indicar que las mutaciones localizadas en el 
dominio helical (exón 9) y en el dominio quinasa (exón 20) son funcionalmente diferentes.  
PIK3CA codifica la subunidad catalítica de la proteína PI3K, una quinasa lipídica 
responsable de la fosforilación de PIP3, mediador clave entre receptores de factores de 
crecimiento y vías de señalización intracelular que controlan los procesos de proliferación celular 
y supervivencia. La vía PI3K/AKT/mTOR juega un papel importante en el crecimiento y el 
desarrollo normal, y su alteración se ha descrito en múltiples tumores, siendo un mecanismo 
esencial para la transformación celular (Engelman et al., 2006). La alteración de distintos 




al., 2004) o la pérdida de PTEN (Bepler et al., 2004; Tang et al., 2006), se ha asociado con un 
peor pronóstico en NSCLCs y otros tumores. Nuestros resultados sugieren que, tanto las 
mutaciones como la amplificación de PIK3CA, podrían tener un significado pronóstico similar, 
que sería concordante con lo anteriormente descrito ya que ambas alteraciones tienen potencial 
oncogénico y conducen a la activación de la vía PI3K/AKT/mTOR (Samuels et al., 2005). La 
activación de la vía también se ha relacionado con resistencia a fármacos dirigidos, como los 
ITKs dirigidos contra EGFR en NSCLCs (Sos et al., 2009; Ludovini et al., 2011), los anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra EGFR en cáncer de colon (Frattini et al., 2007; Sartore-Bianchi et 
al, 2009), o los anticuerpos monoclonales dirigidos contra HER2 en cáncer de mama (Nagata et 
al., 2004; Berns et al., 2007; Eichhorn et al., 2008). Esta situación se justificaría por las 
conexiones existentes entre distintas vías de señalización intracelular y apoyaría el uso de terapias 
combinadas, con fármacos dirigidos a componentes de distintas vías de señalización, como una 
adecuada estrategia terapéutica (Engelman, 2007; Halilovic et al., 2010). Pero más allá de su 
papel en la resistencia a distintos fármacos, la inhibición de la vía de PI3K se contempla como 
una estrategia terapéutica prometedora en NSCLC y en otros tumores dependientes de la 
desregulación de la vía PI3K/AKT/mTOR. Existen diferentes grupos de drogas dirigidas contra 
distintos componentes de la vía (PI3K, AKT, mTOR, etc), si bien la forma más directa de 
inhibirla es a través de fármacos dirigidos contra PI3K o AKT, considerados globalmente como 
inhibidores de PI3K. Resultados preclínicos prometedores han permitido que diversos fármacos 
(XL147, BEZ235, GDC-0941) pasen a fase de desarrollo clínico, aunque los resultados iniciales 
no muestran tasas de respuesta significativas (Markman et al., 2010). Esto indica, por un lado, que 
las oportunidades para bloquear farmacológicamente la vía requieren un mejor conocimiento de 
sus mecanismos de activación en distintos tipos tumorales, de su regulación y de las conexiones 
con otras vías de transducción de señales. Por otro lado, subraya la necesidad de disponer de un 
marcador predictivo de respuesta que permita seleccionar a los pacientes para una eventual terapia 
dirigida contra la vía PI3K/AKT/mTOR. Algunos resultados apuntan a que un tratamiento basado 
en la inhibición de la vía es más eficaz en tumores con mutaciones en PIK3CA (Janku et al., 
2011b), si bien nuestros resultados muestran que la mayor prevalencia de la amplificación del gen 
PIK3CA frente a las mutaciones convertiría a dicha alteración en un mejor marcador predictivo de 
respuesta, que debería ser evaluado en ensayos clínicos prospectivos. De confirmarse su valor 
predictivo, cobraría especial importancia la necesidad de definir un criterio para evaluar la 
amplificación, tal y como se apuntaba anteriormente, ya que sería el requisito necesario para 
seleccionar de forma precisa a los pacientes candidatos a una eventual terapia dirigida contra 
PI3K. 
Nuestros resultados confirman, en cualquier caso, la relevancia de las alteraciones de 
PIK3CA en NSCLCs, donde parece definir un subgrupo de tumores. El hecho de que ambas 





que son dianas de fármacos dirigidos disponibles actualmente para el tratamiento del cáncer de 
pulmón, como EGFR o ALK, se encuentran alteradas preferentemente en ACs, por lo que los 
avances terapéuticos en cáncer de pulmón no se han extendido a otros tipos histológicos, como 
SCCs. El menor conocimiento del genoma de los SCCs en comparación con el de los ACs 
justifica esta desigualdad ya que se conocen pocas alteraciones específicas que puedan ser 
consideradas como eventos conductores de la carcinogénesis pulmonar epidermoide (Weir et al., 
2007; Ding et al., 2008). Por ello, la identificación de alteraciones características de este tipo 
histológico, como las mutaciones y/o amplificación de PIK3CA aquí mostrada, la sobreexpresión 
de IGF-1R (que se tratará más adelante), o recientes hallazgos como la amplificación de FGFR1 
(Weiss et al., 2010) o las mutaciones en DDR2 (Hammerman et al., 2011), abren la posibilidad a 
que sean dianas o marcadores predictivos para el desarrollo de terapias eficaces en SCCs (Pao et 
al., 2011; Ohashi & Pao, 2011). 
 
5.2.2.5.   MET 
 
En nuestro estudio se observó que sólo una pequeña proporción de los NSCLCs 
analizados mediante técnica de SISH mostró amplificación del gen MET (4.6%), una frecuencia 
que es consistente con la descrita en trabajos previos en los que se analizó la amplificación de este 
gen en el mismo contexto clínico: NSCLC resecados, correspondientes a estadios iniciales, que no 
habían recibido tratamiento farmacológico previo (Cappuzzo et al., 2009; Go et al., 2010; 
Onitsuka et al., 2010). No obstante, es interesante señalar que la frecuencia de amplificación de 
MET descrita en diferentes estudios es muy variable, con un rango comprendido entre el 3% y el 
21% (Bean et al., 2007; Weir et al., 2007; Beau-Faller et al., 2008; Cappuzzo et al., 2009; Go et 
al., 2010; Onitsuka et al., 2010). Esta variabilidad puede justificarse por los diferentes métodos de 
detección utilizados (PCR cuantitativa en tiempo real, CGH o FISH), y por los diferentes criterios 
de interpretación empleados. Teniendo en consideración este último punto, es importante destacar 
que en el presente trabajo se optó por comparar distintos criterios para la valoración del número 
de copias de MET y definir su amplificación. Además del ratio SISH MET/CEP7 y del número de 
copias del gen por núcleo, se consideraron dos criterios establecidos por dos grupos 
independientes con amplia experiencia en la interpretación de técnicas de hibridación (Cappuzzo 
et al., 2009; Go et al., 2010). Después de comparar todos los resultados, se estableció como 
criterio para definir la verdadera amplificación de MET el ratio SISH MET/CEP7 >2. La 
utilización de distintos criterios se consideró relevante para poner de manifiesto nuevamente que, 
a día de hoy, y tal y como ocurre con otras alteraciones genéticas, no existe un consenso para 
evaluar el número de copias de MET y definir su amplificación en NSCLC y en otros tumores, 
requisitos imprescindibles para valorar el posible papel pronóstico o predictivo de esta alteración. 




podrían justificar en que la amplificación de MET es una alteración característica de estadios 
avanzados, tal y como sugieren algunos estudios (Agarwal et al., 2009; Cappuzzo et al., 2009), lo 
que sería relevante de cara a definir la población a estudiar.  
Al igual que en estudios previos, se encontró que la amplificación de MET ocurre tanto en 
ACs como en SCCs (Beau-Faller et al., 2008; Cappuzzo et al., 2009), y que, en ACs, ocurre de 
forma independiente de otras alteraciones en otros genes relevantes como EGFR o KRAS 
(Cappuzzo et al., 2009; Onitsuka et al., 2010). El carácter mutuamente excluyente de alteraciones 
en estos genes parece confirmar que existen diferentes formas de carcinogénesis en el desarrollo 
de los distintos grupos de ACs de pulmón. 
El gen MET codifica un receptor con actividad tirosina quinasa que, a través de la 
activación de las vías de señalización intracelular PI3K/AKT/mTOR y KRAS/MEK/ERK, 
promueve la proliferación y la supervivencia celular. MET está implicado en el desarrollo y 
contribuye a la homeostasis y a la regeneración tisular en distintos tipos celulares. La 
desregulación de la señalización mediada por MET contribuye a la progresión tumoral ya que, al 
aumentar la proliferación e inhibir la apoptosis, promueve el crecimiento y el desarrollo de 
metástasis (Agarwal et al., 2009; Peruzzi & Bottaro, 2006). Se han descrito diferentes alteraciones 
de MET, incluyendo mutaciones, amplificación y sobreexpresión, en distintos tipos tumorales 
(gástrico, colon y NSCLCs, entre otros). En contraste con otros tipos de carcinomas, las 
mutaciones en el dominio quinasa son poco frecuentes en NSCLCs y su significado aún está por 
establecerse (Ding et al., 2008; Onozato et al., 2009). Por su parte, la amplificación del gen, más 
allá de su papel en la carcinogénesis, tiene especial relevancia ya que se ha identificado como el 
principal mecanismo, junto con la mutación T790M en el gen EGFR, de resistencia a ITKs 
dirigidos contra EGFR. La amplificación de MET se ha identificado en el 20% de los pacientes 
con carcinomas de pulmón resistentes estos inhibidores (Engelman et al., 2007a), aunque, como 
muestran nuestros resultados y se ha indicado anteriormente, también ocurre, aunque en menor 
frecuencia, en pacientes no tratados. Resultados recientes demuestran que la amplificación de 
MET, al igual que la mutación de resistencia T790M, puede detectarse a bajos niveles en NSCLCs 
antes del inicio del tratamiento con ITKs (Turke et al., 2010; Maheswaran et al., 2008). La 
existencia previa al tratamiento con ITKs de la amplificación de MET sugeriría que esta alteración 
puede estar presente de forma minoritaria en algunas células del tumor, cuyo crecimiento se ve 
favorecido durante la administración del tratamiento siendo, por tanto, responsable de la aparición 
final de la resistencia.  
Algunos estudios han establecido que la amplificación de MET tiene un valor pronóstico 
negativo en NSCLCs (Cappuzzo et al., 2009; Go et al., 2010). Nuestros resultados, a pesar de no 
alcanzar la significación estadística, apoyarían estas observaciones ya que se encontró los tumores 
con amplificación de MET se caracterizaron por presentar una tendencia hacia una menor 





el estudio. La identificación de la amplificación de MET como una alteración relevante en un 
subgrupo de carcinomas de pulmón, su valor pronóstico y su papel como marcador de resistencia 
para algunos fármacos dirigidos ha motivado que MET también pase a ser considerado como una 
diana prometedora para el desarrollo de fármacos dirigidos en NSCLCs. Estudios realizados con 
líneas celulares demuestran que la presencia de la amplificación confiere susceptibilidad a 
inhibidores de MET (McDermott et al., 2007). En la actualidad se están valorando distintos 
abordajes terapéuticos, entre los que se incluyen anticuerpos monoclonales, ITKs y antagonistas 
que bloquean la interacción entre el receptor y sus efectores, y se está contemplando la 
administración de estos fármacos en combinación con otros dirigidos contra otras dianas alteradas 
en el tumor para conseguir así un efecto terapéutico eficaz (Tang et al., 2008; Karamouzis et al., 
2009). La mayoría de los inhibidores están en una fase temprana de su desarrollo clínico, pero 
quizás los resultados más prometedores correspondan a la combinación de un anticuerpo 
monoclonal dirigido contra MET y un ITK dirigido contra EGFR (Spigel et al., 2010), a la 
combinación de ITKs dirigidos contra MET (ARQ197) y EGFR (erlotinib) (Schiller et al., 2010), 
o al inhibidor crizotinib, desarrollado como  un agente dirigido contra ALK pero que también 
muestra actividad sobre MET (Ou et al., 2011). Estos fármacos podrían suponer una opción 
terapéutica para aquellos carcinomas de pulmón con alteraciones en el gen MET, más allá de 
permitir contrarrestar una eventual resistencia a otros inhibidores. Para ello, es necesario que los 
ensayos clínicos en desarrollo identifiquen el marcador predictivo que permita seleccionar a los 
pacientes que van a beneficiarse de esta terapia. La mayor prevalencia de la amplificación génica 
de MET frente a las mutaciones parece justificar que sea considerada el marcador predictivo de 
elección. En este sentido, algunos estudios in vitro apoyarían esta observación ya que demuestran 
que la actividad de crizotinib se restringe a células con amplificación de este gen (Tanizaki et al., 
2011). La consideración de la amplificación de MET como posible marcador predictivo 
representaría un reto ya que, como se ha apuntado anteriormente, es necesario establecer cuál es 
el mejor método de estudio, así como definir el criterio que permita identificar una amplificación 
de MET relevante desde el punto de vista clínico (Engelman & Jänne, 2008). Nuestro estudio 
confirmaría la utilidad del ratio MET/CEP7, que es un punto de corte ampliamente aceptado al 
evaluar técnicas de hibridación; además de demostrar la utilidad de la técnica de SISH como 
alternativa al FISH para el estudio de alteraciones en el número de copias en este u otros genes y 
en distintos tipos de tumores, tal y como confirman otros estudios (Yamamoto et al., 2011; 
García-García et al., 2011). Además del posible valor predictivo de las mutaciones o de la 
amplificación del gen MET, recientes estudios parecen confirmar la relación de la expresión 
proteica de MET con la respuesta a anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor (Spigel 
et al., 2010). De forma similar a lo anteriormente indicado para EGFR, estos resultados apuntarían 





5.2.2.6.   IGF-1R 
 
Un gran porcentaje de los SCCs analizados (70%) mostró positividad para la expresión de 
IGF-1R, en concordancia con estudios previos (Gong et al., 2009; Cappuzzo et al., 2010; 
Gualberto et al., 2010; Dziadziuszko et al., 2010). La señalización mediada por este receptor con 
actividad tirosina quinasa implica la activación de múltiples vías intracelulares que estimulan la 
proliferación celular y previenen la apoptosis. En consecuencia, la señalización a través de IGF-
1R juega un importante papel en el crecimiento y en el desarrollo normal, así como en el inicio y 
la progresión de distintos tipos de tumores, incluyendo a los NSCLCs (Dziadziuszko et al., 2008; 
Pollak, 2008; Chitnis et al., 2008).  
La activación de la vía de IGF-1R parece, asimismo, relacionarse con resistencia a 
distintas formas de terapia, como por ejemplo ITKs dirigidos contra EGFR, ya que IGF-1R puede 
activar la vía de PI3K/AKT/mTOR en ausencia de la señalización mediada por EGFR, 
estimulando la proliferación celular (Guix et al., 2008). IGF-1R representa, por tanto, una diana 
atractiva ya que su inhibición, en combinación con la de otras dianas, podría bloquear el 
crecimiento y la supervivencia de células tumorales en las que las vías RAS/MEK/ERK y 
PI3K/AKT/mTOR estén activadas. La demostración de que IGF-1R está implicado en la 
transformación maligna y la frecuente expresión del receptor en distintos tipos tumorales han 
impulsado el desarrollo de terapias dirigidas contra IGF-1R. En NSCLCs, las distintas estrategias 
terapéuticas incluyen anticuerpos monoclonales e ITKs (Gualberto & Pollak, 2009). De forma 
similar a lo anteriormente descrito para el resto de dianas, en el caso de IGF-1R también se está 
evaluando el efecto de la combinación de inhibidores de este receptor con otros agentes 
terapéuticos (Ramalingam et al., 2011). Quizás los resultados más prometedores corresponden al 
anticuerpo monoclonal figitumumab, responsable de la tasa de respuesta y del incremento 
significativo en la supervivencia libre de progresión observados en pacientes en estadios 
avanzados de NSCLC, principalmente SCCs, tratados con el anticuerpo en combinación con 
quimioterapia (Karp et al., 2009). Más allá de las implicaciones terapéuticas de este ensayo, sus 
resultados confirman que la desregulación de la vía mediada por IGF-1R es un evento común en 
SCCs de pulmón, y que la mayor expresión de este receptor en SCCs proporciona el trasfondo 
biológico para la mayor sensibilidad a los agentes dirigidos contra IGFR-1R en este grupo de 
pacientes observada en ensayos clínicos (Karp et al., 2009; Cappuzzo et al., 2010). Quedaría así 
justificado que el análisis de la expresión proteica de IGF-1R aquí presentado se haya restringido 
a los tumores de este tipo histológico. Lamentablemente estos resultados no se han confirmado en 
los sucesivos ensayos fase III y el desarrollo de inhibidores eficaces se está viendo frenado. Esta 
situación pone de manifiesto por un lado que, dado el importante papel que desempeña IGF-1R 
regulando procesos esenciales de la homeostasis sistémica, es necesario conocer los mecanismos 





vías de señalización KRAS/MEK/ERK y PI3K/AKT/mTOR, para maximizar la eficacia y la 
seguridad de su inhibición (Pollak, 2008). Además, indica que, a pesar de haber identificado un 
grupo de tumores en los que IGF-1R parece representar un papel relevante, aún no se ha 
caracterizado el marcador predictivo que permita identificar a los pacientes que van a responder, 
garantizando así el éxito de los ensayos clínicos (Gualberto & Pollak, 2009). Estudios previos con 
líneas celulares indican que la expresión de IGF-1R puede predecir la respuesta a su inhibición en 
NSCLCs (Gong et al., 2009), tal y como se ha observado en otros tipos tumorales (Zha et al., 
2009). Los ensayos clínicos que se realicen deben evaluar en profundidad el valor predictivo de la 
expresión de IGF-1R o de otros marcadores relacionados (Gualberto et al., 2010). 
Por otro lado, los resultados aquí presentados evidenciaron que los pacientes con SCCs en 
estadios iniciales con expresión de IGF-1R presentaban una tendencia, no estadísticamente 
significativa, a mostrar un mejor mejor pronóstico. Otros estudios indican la existencia de una 
relación entre la supervivencia y el incremento en el número de copias de IGF-1R en este 
contexto clínico (Dziadziuszko et al., 2010). Más allá de la posible relación entre la amplificación 
génica y la sobreexpresión de IGF-1R, el valor pronóstico de IGF-1R aún resulta controvertido. 
Estudios previos han mostrado que la expresión de IGF-1R se asocia con una mayor 
supervivencia en pacientes con NSCLC en estadios avanzados tratados con gefitinib (Cappuzzo et 
al., 2006), mientras que la co-expresión de EGFR e IGF-1R en estadios iniciales se relaciona con 
una peor supervivencia libre de progresión (Ludovini et al., 2009). Diferencias en la metodología 
y en las características clínicas de los tumores analizados podría justificar la falta de concordancia 
encontrada hasta el momento. Por ello, el valor pronóstico positivo de la expresión de IGF-1R 
sugerido por nuestros resultados, debería ser confirmado, así como evaluado en el contexto de la 
enfermedad avanzada. 
El análisis de marcadores predictivos aquí presentado pone de manifiesto la importancia 
de definir la frecuencia de las alteraciones genéticas más relevantes en cáncer de pulmón, el 
contexto clínico, patológico y molecular en el que aparecen, así como su valor pronóstico y 
terapéutico.  Esta información podría completar y mejorar la clasificación de los carcinomas de 
pulmón, en la actualidad basada casi exclusivamente en los hallazgos anatomopatológicos y sin 
reflejar la heterogeneidad molecular de estos tumores, a diferencia de lo que ocurre en otras 
neoplasias como las hematológicas, hasta el punto de poder sentar las bases, junto con la 
morfología, de una futura clasificación de los carcinomas de pulmón (Dacic, 2011). Nuestros 
resultados, así como el de otros estudios similares (D’Angelo et al., 2011; Kim et al., 2011), 
confirman además que,  en el cáncer de pulmón es posible caracterizar de forma prospectiva todas 
aquellas alteraciones genéticas y/o moleculares relacionadas con la respuesta a fármacos dirigidos 
en una serie de tumores en estadios iniciales, siendo su utilidad clínica innegable ya que mejoraría 
la tasa de respuesta en subgrupos de tumores molecularmente definidos (Govindan, 2010; Pao et 




2011), el análisis secuencial y priorizado de biomarcadores en cáncer de pulmón, una vez 
establecido el diagnóstico, podría resultar coste-efectivo por sus implicaciones terapéuticas, 
debiendo analizarse este punto con mayor profundidad. 
 
5.3. APROXIMACIONES METODOLÓGICAS AL ESTUDIO DE MARCADORES 
PREDICTIVOS EN CÁNCER: ANÁLISIS DE MUTACIONES EN EGFR EN CÁNCER DE 
PULMÓN 
 
La necesidad de caracterizar alteraciones en un número cada vez mayor de genes (EGFR, 
KRAS, BRAF, C-KIT, PIK3CA entre otros) en pacientes con tumores sólidos para determinar su 
respuesta a un determinado tratamiento es ya una realidad (Lièvre et al., 2006; Di Nicolantonio et 
al., 2008; Heinrich et al., 2008; Hirsch & Bunn, 2009; Sartore-Bianchi et al., 2009). A pesar de la 
importancia clínica de estos marcadores predictivos, su estudio presenta ciertas limitaciones. 
Existen múltiples métodos para caracterizar mutaciones somáticas y sus parámetros analíticos no 
siempre están evaluados en el contexto clínico (Eberhard et al., 2008). Además, la falta de 
estandarización y de controles de calidad que aseguren la reproducibilidad de los resultados son 
patentes (Eberhard et al., 2008), una situación llamativa especialmente si se compara con el 
diagnóstico de enfermedades hematológicas o infecciosas (Leonard, 2009a, Leonard, 2009b, 
Leonard, 2009c). En el caso concreto del cáncer de pulmón, tal y como se ha destacado a lo largo 
de este trabajo, el análisis de mutaciones en el gen EGFR resulta imprescindible para establecer la 
mejor estrategia terapéutica para el paciente. Dado que aún no se ha establecido cuál es la 
metodología más sensible y específica para su detección, se propuso la realización de un análisis 
de mutaciones mediante tres técnicas (secuenciación directa, PCR cuantitativa en tiempo real e 
IHQ), comparando la sensibilidad de las mismas en el contexto clínico real. 
La prevalencia de mutaciones en EGFR encontrada (~15%) fue similar a la descrita en 
estudios previos realizados sobre NSCLCs avanzados (Shepherd et al., 2005; Thatcher et al., 
2005; Mok et al., 2009; Rosell et al., 2009; Mitsudomi et al., 2010; Rosell et al., 2011), siendo las 
deleciones en el exón 19 y la mutación puntual L858R en el exón 21 las más frecuentes en 
concordancia con lo descrito previamente (Sharma et al., 2007). La sensibilidad experimental del 
kit Therascreen EGFR Mutation Test fue del 5% para todas las muestras analizadas, siendo ésta 
mucho mayor que la obtenida para la secuenciación directa, que sólo pudo detectar el 63% de las 
mutaciones identificadas cuando el ADN tumoral representaba una proporción relativa del 30% 
con respecto al total de ADN analizado. Estas observaciones coinciden con las de estudios previos 
donde comparan distintos métodos para caracterizar mutaciones en EGFR (Pan et al., 2005; 
Kimura et al., 2006a; Yu et al., 2009; Brevet et al., 2010; Miyamae et al., 2010). La sensibilidad 
global de la IHQ para la detección específica de la deleción E746-A750 y de la mutación L858R 





secuenciación directa y del kit, respectivamente, siendo la especificidad de ambos anticuerpos del 
100%. En comparación con trabajos previos (Yu et al., 2009; Brevet et al., 2010; Kato et al., 
2010; Kawahara et al., 2010; Kitamura et al., 2010; Simonetti et al., 2010), se observa que la 
sensibilidad encontrada aquí es más baja, especialmente la del anticuerpo dirigido contra la 
mutación L858R (40%), mientras que la especificidad de ambos es la más alta. En este sentido, 
una elevada especificidad de la IHQ reforzaría su utilidad para analizar pacientes con NSCLCs, al 
evitar posibles resultados falsos positivos que harían que el paciente fuera considerado 
erróneamente como candidato a recibir una terapia basada en ITKs. En el caso de un resultado 
negativo de la IHQ, se podría hacer un segundo análisis, basado esta vez en una técnica molecular 
como las aquí empleadas. 
Al evaluar las distintas opciones analíticas de un método para detectar mutaciones en 
EGFR, o en otros genes, es necesario considerar varios aspectos. En primer lugar, la sensibilidad 
analítica alcanzada, puesto que va a determinar el porcentaje de celularidad tumoral mínimo 
necesario para que se detecte la mutación. Aunque recientemente se está empezando a cuestionar 
el uso de la secuenciación directa (Whitehall et al., 2009), resulta llamativo que continúe siendo la 
técnica de referencia para el estudio de mutaciones en EGFR y en otros genes a pesar de su menor 
sensibilidad. La situación, no obstante, podría cambiar con la llegada de procedimientos de 
secuenciación más sofisticados y sensibles (ten Bosch et al., 2008). Es importante destacar que, 
frente a otros estudios de sensibilidad realizados con líneas celulares o ADN plasmídico (Pan et 
al., 2005; Liévre et al., 2008; Lamy et al., 2009), el uso de diluciones seriadas partiendo de ADN 
extraído de tumores con y sin mutaciones en EGFR subraya la validez de la aproximación seguida 
en este trabajo al reflejar la naturaleza de las muestras que se manejan en un laboratorio de 
diagnóstico (Angulo et al., 2010). La necesidad de métodos sensibles para el estudio de 
mutaciones en pacientes con carcinoma de pulmón es especialmente relevante si se tiene en 
cuenta que el porcentaje de celularidad de muchas de las muestras remitidas para su análisis, 
mayoritariamente biopsias pequeñas, puede resultar limitante (Eberhard et al., 2008; Loo et al., 
2010; Nicholson et al., 2010; Terry et al., 2010; Conde et al., 2010). Aunque existen 
procedimientos, como la macrodisección, para enriquecer la proporción de células tumorales 
(Angulo et al., 2010), la naturaleza de las muestras de cáncer de pulmón disponibles para el 
diagnóstico y los estudios moleculares hace que no siempre sea posible y que no pueda alcanzarse 
el porcentaje mínimo requerido para hacer un análisis por secuenciación. Así, en nuestro estudio 
sólo se pudo hacer macrodisección en el 2% de las biopsias pequeñas. Para asegurar una adecuada 
sensibilidad del método empleado es imprescindible, por tanto, un estricto control morfológico. El 
patólogo debe evaluar la muestra disponible, no sólo para determinar el porcentaje tumoral, sino 
también para valorar la presencia de fibrosis o de infiltrado linfocitario, ya que también pueden 
afectar a la sensibilidad de la detección de mutaciones (Miyamae et al., 2010; Angulo et al., 




supone una alternativa para muestras con una proporción de tumor poco representativa (Brevet et 
al., 2010; Kawahara et al., 2010). Además del contenido tumoral relativo en la muestra, otros 
factores importantes que potencialmente pueden afectar al estudio de mutaciones son la calidad y 
cantidad de ADN extraído. Para este estudio se analizaron los dos tipos principales de muestras, 
piezas quirúrgicas y biopsias pequeñas, confirmándose que en ambos casos se puede obtener 
ADN de calidad y en cantidad suficientes. No obstante, debe hacerse hincapié en el desarrollo de 
abordajes de PCR que amplifiquen fragmentos de menor tamaño y asegurar así la obtención de 
productos aunque el ADN se encuentre especialmente fragmentado, algo frecuente en el caso de 
muestras FFPE (Eberhard et al., 2008; Pirker et al., 2010). Nuestros resultados demuestran que el 
kit fue capaz de caracterizar uno de los tumores que no pudieron ser analizados por secuenciación, 
hecho que podría explicarse porque los productos de PCR amplificados por este método basado 
en PCR cuantitativa en tiempo real son más pequeños que los amplificados por PCR 
convencional, al menos según el protocolo seguido en este estudio [180, 154, 236 y 205 pares de 
bases para los exones 18, 19, 20 y 21, respectivamente, (Conde et al., 2006)], si bien los tamaños 
de los productos amplificados con el kit no son especificados por el fabricante. Por eso, para este 
tumor en concreto, es posible que el ADN extraído estuviera demasiado fragmentado para su 
amplificación por PCR convencional pero no por PCR cuantitativa en tiempo real, permitiendo así 
la caracterización del gen EGFR. Por otro lado, es importante señalar que un insuficiente 
rendimiento en la extracción de ADN, algo común en el caso de las biopsias pequeñas tal y como 
se ha comprobado, puede dar lugar a artefactos, especialmente si se emplean métodos poco 
sensibles como la secuenciación (Akbari et al., 2005; Marchetti et al., 2006; Pirker at al., 2010). 
Frente a las limitaciones que ofrece el análisis de muestras FFPE, se están desarrollando técnicas 
basadas en la detección de mutaciones en sangre y/o células tumorales circulantes (Kimura et al., 
2006b; Maheswaran et al., 2008), que permitirían un análisis genético menos invasivo de 
pacientes con cáncer de pulmón u otros tumores. Además, estas técnicas ofrecerían la posibilidad 
de realizar nuevos análisis para monitorizar la respuesta a un fármaco o en caso de recidiva de la 
enfermedad (Sequist et al., 2009). No obstante, las consideraciones relativas a la sensibilidad de 
los métodos de detección que acaban de plantearse hacen que estos abordajes aún se realicen en el 
ámbito de la investigación. 
La necesidad de un método de análisis de mutaciones sensible también parece justificarse 
si se introduce una cuestión que está despertando un intenso debate: la heterogeneidad 
intratumoral de las alteraciones moleculares. Algunos estudios han demostrado que las 
mutaciones activadoras de EGFR aparecen a lo largo del proceso de carcinogénesis, por lo que 
sólo parte de las células tumorales presentan la mutación (Taniguchi et al., 2008; Jiang et al., 
2008; Zhou et al., 2011). Por tanto, si la abundancia de células con la alteración fuera baja podría 
no detectarse la mutación, aun en presencia de una proporción de células tumorales adecuada a la 





anticuerpo dirigido contra la mutación L858R parece confirmar la heterogeneidad de, al menos, 
esta alteración de EGFR, observación que es consistente con resultados previos que muestran que 
la proteína EGFR mutada, detectada mediante IHQ con anticuerpos específicos, se expresa de 
forma heterogénea en los tumores (Azuma et al., 2011). Se justificaría así la menor sensibilidad 
de este anticuerpo en comparación con el dirigido contra la deleción E746-A750, y los resultados 
obtenidos por otros grupos que emplearon TMAs para analizar la presencia de mutaciones por 
IHQ (Yu et al., 2009; Brevet et al., 2010; Kato et al., 2010; Kitamura et al., 2010). El uso de 
TMAs en lugar de secciones completas podría conducir a un mayor número de resultados falsos 
negativos si las células tumorales presentes en las áreas seleccionadas para su construcción no 
presentan la alteración. Además, esta heterogeneidad también condiciona la valoración de la IHQ, 
por lo que abordajes como el aquí presentado o el propuesto por otros autores (Azuma et al., 
2011), en los que se evalúe tanto la proporción de células inmunorreactivas como la intensidad de 
la tinción, representan la mejor opción. Asimismo, los resultados obtenidos en el estudio de 
sensibilidad confirmarían estas observaciones ya que fue necesaria una mayor proporción relativa 
de ADN mutado para detectar las mutaciones L858R por los dos métodos basados en PCR. La 
heterogeneidad de las mutaciones en EGFR representa un factor a tener en cuenta en la elección 
del método de caracterización de la alteración, pero también a la hora de evaluar el distinto grado 
de respuesta y el beneficio de los ITKs puesto que, incluso la presencia de un bajo número de 
alelos mutados, insuficiente para su detección por métodos como la secuenciación directa, podría 
relacionarse con la respuesta al fármaco en cuestión (Miyamae et al., 2010; Azuma et al., 2011). 
En tercer lugar, habría que considerar la sensibilidad biológica, que plantea un debate 
sobre si son suficientes los métodos que detectan las mutaciones más frecuentes, como el caso del 
kit Therascreen EGFR Mutation Test o la IHQ, o se debe aspirar a analizar todas las posibles 
alteraciones genéticas con una técnica de secuenciación. El uso del kit o de la IHQ se vería 
limitado porque sólo detectan las mutaciones para las que han sido diseñados los primers o los 
anticuerpos, respectivamente, de manera que ofrecerían un resultado falso negativo para el resto 
de mutaciones. El kit además no permite distinguir entre los distintos tipos de deleciones o 
inserciones caracterizadas en EGFR. Es, por tanto, necesario conocer el significado de las 
distintas alteraciones descritas en EGFR en relación con la respuesta a ITKs. Las deleciones en el 
exón 19 y la mutación L858R representan el 85-90% de las mutaciones descritas y se asocian con 
sensibilidad a estos inhibidores, mientras que otras alteraciones, como la mutación T790M y 
algunas inserciones en el exón 20 se relacionan con resistencia a estos inhibidores. Las 
implicaciones clínicas de muchas de las mutaciones poco frecuentes están aún por determinar 
(Sharma et al., 2007; Yasuda et al., 2011). Recientemente se ha descrito la actividad de ITKs en 
tumores con mutaciones en EGFR poco frecuentes, con detalles sobre el manejo clínico y la 
evolución de los pacientes (De Pas et al., 2011). Estos resultados son de gran utilidad ya que 




permitir una valoración más precisa de los que supone que un método detecte todas o sólo ciertas 
mutaciones. 
Por último, la creciente demanda en los tiempos de respuesta plantea la necesidad de que 
el método de análisis ofrezca un resultado preciso en el menor tiempo posible. A la hora de 
valorar la rapidez en el tiempo de respuesta debe considerarse el flujo de trabajo de la técnica, los 
requerimientos técnicos y la experiencia necesaria para la interpretación de los resultados. La 
secuenciación directa es una técnica accesible pero requiere experiencia para la interpretación de 
los resultados e implica múltiples etapas que retrasan el tiempo de respuesta. El kit Therascreen 
EGFR Mutation Test ofrece una mayor rapidez y la posibilidad de automatizar el análisis. 
Además dispone de marcado CE por lo que la reproducibilidad de sus resultados queda asegurada. 
No obstante, los requerimientos técnicos y su coste hacen que aún sea una técnica poco accesible 
(Eberhard et al., 2008; Pirker et al., 2010). La IHQ, dado que se utiliza de forma rutinaria en los 
departamentos de Anatomía Patológica, es accesible y puede automatizarse, proporcionando un 
resultado rápido. No obstante, la variabilidad inherente  de esta técnica debe considerarse de cara 
a valorar su interpretación (Brevet et al., 2010).  
En conclusión, con independencia del método empleado para el análisis de mutaciones en 
EGFR, resulta imprescindible validar en el entorno clínico real su sensibilidad, especificidad y su 
puesta en práctica en la rutina de diagnóstico. Es necesario protocolizar las fases pre-analítica, 
analítica y post-analítica, además de disponer de controles de calidad que aseguren la 
reproducibilidad y precisión de los resultados, siendo la colaboración entre los distintos 
especialistas implicados (clínicos, patólogos, biólogos) clave para garantizar un adecuado estudio 
molecular (Eberhard et al., 2008; Pirker et al., al., 2010). Así, el estudio del biomarcador que ha 
revolucionado la terapia en cáncer de pulmón, y que sirve como referencia para el estudio de otras 
alteraciones genéticas en el contexto de las terapias dirigidas, podría sentar las bases para el 




































1. El gen P63 presentó una expresión significativamente mayor en los carcinomas 
epidermoides de pulmón al comparar los perfiles de expresión génica de este tipo histológico con 
los de los adenocarcinomas de pulmón. 
 
2. En este contexto, la expresión proteica de P63 estudiada mediante inmunohistoquímica 
permitió reclasificar como carcinomas epidermoides el 50% de los carcinomas de pulmón de 
células grandes. 
 
3. El gen PIK3CA presentó una expresión significativamente mayor en los carcinomas 
epidermoides de pulmón al comparar los perfiles de expresión génica de este tipo histológico con 
los de los adenocarcinomas de pulmón. Esta sobreexpresión se correlacionó con la amplificación 
del gen, determinada por técnica de hibridación in situ fluorescente, alteración que, a su vez, no 
fue mutuamente excluyente con la presencia de mutaciones en el gen PIK3CA.  
 
4. Los carcinomas epidermoides de pulmón con amplificación del gen PIK3CA presentaron 
una tendencia, no estadísticamente significativa, a una peor supervivencia global (p=0.28). 
 
5. La amplificación del gen MET, estudiada mediante técnica de hibridación in situ con 
plata, se observó tanto en adenocarcinomas como en carcinomas epidermoides de pulmón. En los 
adenocarcinomas, la amplificación de MET (6.3%) no coexistió con mutaciones en los genes 
EGFR o KRAS. En los carcinomas epidermoides, la amplificación de MET (3.3%) fue 
mutuamente excluyente con la presencia de alteraciones en el gen PIK3CA (mutaciones y/o 
amplificación génica). 
 
6. Los carcinomas de pulmón no microcíticos con amplificación del gen MET (4.6%) 
presentaron una tendencia, no estadísticamente significativa (p=0.217), a una menor 
supervivencia global cuando se compararon con los carcinomas no amplificados en base al 
criterio del ratio SISH MET/CEP7 ≥2. 
 
7. El análisis de mutaciones en una serie de pacientes diagnosticados de carcinomas de 
pulmón no microcíticos  en estadios iniciales evidenció que: 
7.1. Las mutaciones en el gen BRAF características de los adenocarcinomas de 
pulmón no correspondieron al cambio V600E. 
7.2. Las mutaciones en los genes EGFR (5.9%), KRAS (13.7%) y BRAF (4.1%) fueron 
mutuamente excluyentes. 
7.3. Las mutaciones en el gen EGFR fueron más frecuentes en mujeres no fumadoras 





hombres fumadores. El patrón de mutaciones observado en los genes KRAS y BRAF 
confirmó esta asociación ya que se correspondió con cambios de G a T/C, transversiones 
relacionadas con la exposición a los carcinógenos presentes en el tabaco. 
7.4. La presencia de mutaciones en el gen KRAS identificó un subgrupo de 
adenocarcinomas de pulmón con una tendencia, no estadísticamente significativa 
(p=0.46), a presentar un peor pronóstico.  
 
8. La expresión proteica de IGFR-1R determinada mediante inmunohistoquímica identificó 
un subgrupo de carcinomas epidermoides (70%) con una tendencia a presentar un mejor 
pronóstico, aunque la diferencia en la supervivencia global al comparar carcinomas epidermoides 
positivos y negativos para la expresión de IGF-1R no fue estadísticamente significativa (p=0.14). 
 
9. En la determinación de mutaciones en el gen EGFR, el uso de PCR cuantitativa en tiempo 
real mostró una mayor sensibilidad en comparación con la secuenciación directa del producto de 
PCR. 
 
10. El uso de anticuerpos específicos para la detección de las dos mutaciones más prevalentes 
en el gen EGFR, la deleción E746-A750 en el exón 19 y la mutación puntual L858R en el exón 
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Apéndice A. Clasificación de tumores de pulmón. Se muestra la clasificación de los tumores de 
pulmón de acuerdo con la última clasificación de la Organización Mundial de la Salud, OMS, 
(Travis et al., 2004), así como la más reciente revisión propuesta para los adenocarcinomas de 











Apéndice A. Clasificación de tumores de pulmón. (Continuación). 
 























Apéndice B. Genes diferencialmente expresados entre SCCs y ACs con un FDR <0.0005. Se 
indica el nivel medio de expresión de los genes seleccionados en cada tipo histológico así como la 





































Apéndice B. Genes diferencialmente expresados entre SCCs y ACs con un FDR <0.0005. 
(Continuación) 
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